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EFFECT OF MELATONIN ON APOPTOSIS AND MICROGLIA ACTIVACION   IN 
EXPERIMENTAL MODELS OF THE VENEZUELAN EQUINE ENCEPHALITIS 
VIRUS INFECTION  
 
 
The Venezuelan equine encephalitis virus (VEE) is an infection of economical and 
clinical relevance in northern South America. It affects, with high morbidity, the central 
nervous system (CNS) in humans and equines. It has been demonstrated that 
melatonin (MLT) has a protective effect in viral infections and its role has been 
evaluated in vivo and in vitro. The interest in MLT has increased due to its influence 
on apoptosis and microglia activation as an important factor in viral pathogenesis. 
This study evaluated the effect of MLT on apoptosis and microglia activation in 
experimental models of VEE virus infection.  In vivo assays were performed in albino 
NMRI mice that were treated subcutaneously   with 500 g of MLT /Kg body weight. 
Mice were inoculated intra-peritoneally with the Guajira strain of the virus, following 
three schemes of treatment with MLT: Preventive and Precocious: MLT was 
administered daily 3 days before and 10 days after viral inoculation. Precocious 
Treatment: Mice were infected and immediately   treated with MLT. Late Treatment: 
Mice were infected with the virus and treated with MLT 24 hours after the infection. 
The animals were sacrificed in different periods post infection, five for each 
experimental group for each assay. Whole blood samples were extracted from the 
internal angle of the eyes to obtain serum to determine IgM anti VEE antibodies. Then 
the brain was extracted, previous intracardiac perfusion to determine microglia 
activation by indirect immunohistochemistry using monoclonal antibody anti mouse 
CD-200. Apoptosis was determined by TUNEL. For the in vitro assays, murine 
neuroblastoma (Na2) cells infected with VEE virus in concentration of 1x10
-6 UFP/ml 
for 2, 4 y 6 hours at 37°C and treated with different concentrations of MLT (0,1mM; 
0,5mM and 1,0mM) were used. In the present study it was demonstrated that 
preventive treatment with MLT, had protective effect in mice infected with VEE virus, 
when compared to mice exposed to previous and late treatment with MLT.  This was 
evident on  the sixth and seventh day after intraperitoneal injection, when the 




   
mortality observed in the previous and late treatment, respectively. MLT had an 
important anti apoptotic effect at day 5 post infection reducing de number of brain 
apoptotic cells in mice infected by EEV virus. This effect was time dependent. 
Similarly, the anti apoptotic effect of MLT was demonstrated in neurobastoma cell 
cultures at 4 and 6 hours of viral infection. The effect of MLT on microglia activation in 
viral infection was also observed. Anti-CD200 antibodies positive brain cells were 
detected in different days post infection. MLT decreased the microglial activation in 
the brain of infected mice. In conclusion, MLT has experimental therapeutic effect on 
VEE virus infection, but further clinical approaches has to be done to determine its 
clinical beneficial effects in humans. 
 
















































Las Encefalitis Equinas son enfermedades producidas por un virus de ARN, 
pertenecientes al género Alfavirus de la familia Togaviridae. Según  su etiología, se 
han identificado la Encefalitis Equina del Este (EEE), la Encefalitis Equina del Oeste 
(EEO) y la Encefalitis Equina Venezolana (EEV)  que afecta a équidos y a humanos, 
con una alta morbilidad en individuos de todas las edades (OPS, 1999, Rabinowitz et al., 
1973; Mathews et al., 1989). Estos virus aunque son inmunológicamente distintos, 
provocan enfermedades, que son clínicamente indistinguibles; existe además un 
cuarto miembro de este género que es el virus Highland, que sólo se ha reportado en 
el este de los Estados Unidos, específicamente en la Florida, y su presencia está 
asociada con casos de encefalomielitis en équidos (Calisher et al., 1982; Acha y Szyfres, 
1992). 
       
Del virus de EEV se conocen seis subtipos (I-VI) con seis variantes 
antigénicas del subtipo I y tres del subtipo III; los subtipos  IAB  y  IC  son los que 
ocasionan las epidemias en humanos y en équidos (Bellard  et al., 1989; Bennett et al., 




El virus de EEV se transmite por la picadura de un mosquito infectado; dentro 
de las especies capaces de transmitir la enfermedad se encuentran el Culex 
(melanoconion), el Aedes, Mansonia, Psorophora, Haemagogus, Sabethes, 
Deinoceritis y Anopheles (De la Hoz., 2000). Los roedores, burros, caballos, el ganado 
vacuno, murciélagos y posiblemente las aves y los perros, se consideran reservorios 
del virus (Dickerman R. et al., 1971).  
       
En la EEV se han identificado dos ciclos, el enzoótico (endémico) y el 
epizoótico (epidémico). En el primero, se observa en las selvas húmedas de la 
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se mantiene en la naturaleza, entre roedores que actúan como reservorios y varias 
especies de mosquito Culex, subgénero melanoconium que sirven de vectores, para 
transmitir la infección desde animales virémicos a otros susceptibles (Ludwig et al., 
1975; Larreal, 1996). Este ciclo ocurre durante todo el año, ya que su presencia se ha 
podido demostrar mediante centinelización y aislamiento del virus en vectores y 
huéspedes (pequeños mamíferos y roedores) de esta enfermedad (Figura. 1). En 
humanos, la infección por los virus enzoóticos sólo ocurre cuando irrumpe o penetra 
en focos naturales (Calisher et al., 1982; Ricco et al., 1988; Morse y Schluederberg 1990; 
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, 1994).  
 
      
Ciclo Enzoótico
Roedor virémico
Infección del hombre. Casos




                Figura 1. Ciclo Enzoótico o endémico (Ludwig et al., 1975; Larreal, 1996). 
 
 
El ciclo epizoótico, se mantiene entre équidos virémicos, que actúan como 
reservorios y varias especies de mosquitos del género Psorophora, especies 
confinis, discolor, indubitans, titillans y mansonia, así como diferentes especies de los 
géneros Aedes y Deinocenites pseudos, que actúan como vectores (Ruíz, 1997). Los 
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amplificadores del virus epidémico. Los humanos se constituyen en huéspedes 
accidentales de la enfermedad.  Este ciclo epidémico se caracteriza por una alta 
morbilidad en humanos y una alta mortalidad en équidos (Figura. 2). Al respecto se 
ha estimado que el porcentaje de mortalidad en la población de équidos, sobre todo 
en situaciones de brotes, oscila entre 19% y 83%. Mientras que en humanos, ésta es 
poco frecuente, aunque con valores que oscilan entre un 4% a un 14% en aquellos 
casos con síntomas neurológicos, siendo la letalidad mayor en niños que en adultos 
(Calisher, 1982; Morse y Schluederber, 1990). 
 
       
Ciclo Epizoodémico
Équido virémico Équido 
susceptible
Infección del hombre 
(EPIDEMIA)
Infección de vertebrados silvestres y 
domésticos
Mortalidad
Équidos = 19-83%; Humanos (poco frecuente) = 4-14%; > en niños
 
                Figura 2. Ciclo Epizoótico o epidémico (Ludwig et al., 1975; Larreal, 1996). 
 
 
En estudios realizados por Linthincun y Gordon (1992), se encontró que las 
garrapatas del género Amblyoma, especie cajenense pueden infectarse, mantener el 
virus y transmitirlo, detectándose el virus 171 días después de la infección; por lo que 
se puede considerar que estos artrópodos pueden mantener el virus de EEV en 
períodos silentes; no obstante, aún no se conoce el papel que puedan jugar éstos en 




  4 
  
      Calisher et al., (1980); Walton et al., (1988) y  Weaver et al., (1992), destacan que 
desde el punto de vista epidemiológico, la característica más importante, es la que 
permite dividir a las variantes del virus de EEV en epizoóticas y enzoóticas; todas 
infectan y confieren inmunidad a los équidos y al hombre, pero sólo las variantes IAB 
y IC, afectan a los équidos (cepas equicidas) y son las responsables de los brotes 
epidémicos; el resto de las variantes  del subtipo I y la mayoría de los subtipos 
restantes, pueden afectar al hombre, cuando éste se introduce en su hábitat. 
 
Patogénesis de la infección por el virus de Encefalitis Equina Venezolana 
       
Después de la picadura del mosquito infectado, el virus se multiplica en los 
tejidos locales y los ganglios regionales, produce una viremia y se propaga a los 
tejidos extraneuronales donde persiste según el grado de multiplicación en estas 
zonas. El sistema monocito-macrofágico elimina los virus y hacen su aparición los 
anticuerpos. El virus de EEV invade los tejidos mieloides y linfoide y durante la 
viremia penetra la barrera hematoencefálica (BHE)  e irrumpe el parénquima 
neuronal (Bennett et al., 1996). 
 
La EEV en los humanos y équidos puede variar desde una infección 
inaparente, hasta una encefalitis o meningitis aguda. El período de incubación de 
esta enfermedad en los équidos varía de 3 a 5 días, siendo los síntomas iniciales, 
fiebre, anorexia y depresión, seguidos por signos de hipersensibilidad al ruido y al 
tacto (Acha y Syfres, 1992). Los équidos afectados generalmente caminan en círculo y 
sin rumbo; por último, el animal presenta parálisis del tren posterior y cae en 
postración. Los síntomas de la enfermedad en el humano, se caracterizan por tener 
un comienzo abrupto, con un período de incubación, que varía de 2 a 5 días. La 
sintomatología puede ir desde un cuadro febril, hasta signos graves de encefalitis, 
así como también se pueden presentar escalofríos, letargo, dolores occipitales o 
retroorbitales, anorexia, artralgias y mialgias severas; las náuseas pueden 
acompañarse con vómitos o ser seguidas por diarreas. Al examen físico pueden 
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somnolencia; la fase aguda de la enfermedad es seguida por un período de 2 a 3 
semanas de letargia y anorexia. Los signos neurológicos asociados al desarrollo de  
encefalitis incluyen: fotofobia, convulsiones, rigidez del cuello y alteraciones de la 
conciencia. En las mujeres embarazadas puede ocasionar aborto o efectos 
teratogénicos (Frank y Johnson, 1997; Acha y Szyfres, 1992; Avilán, 1996; Benenson, 1997). 
             
La EEV es una enfermedad que se ha presentado en forma epidémica y 
cíclica desde hace varios años, representando así un problema de salud pública de 
gran importancia en Venezuela. Es considerada uno de los agentes mayormente 
implicado en la producción de trastornos neurológicos durante los ciclos 
epizoodémicos, que han ocurrido desde el aislamiento del virus en 1938, hasta su 
última incursión en 1995, inicio de una de las más grandes epidemias descritas. En la 
misma se reportaron más  de trece mil casos en humanos y un número 
indeterminado de équidos afectados (Valero et al., 2001). La EEV como enfermedad 
zoonótica tiene importancia económica y social debido a las generadas  en el sector 
productivo agropecuario. En este sentido, es de resaltar que la última epidemia tuvo 
una importante repercusión en la población humana traducida en costos de 
tratamientos, atención médica, campañas de vacunación de emergencia, 
hospitalizaciones, inasistencia al trabajo y escuelas, entre otros.  
 
Prevención y control 
      
Existe una vacuna para equinos basada en la cepa TC-83 que garantiza la no 
ocurrencia de brotes o epidemias de EEV. Para humanos existe una vacuna a virus 
vivo atenuado que se usa sólo para el personal de salud que puede estar expuesto 
en el laboratorio a aerosoles que contengan el virus. También se ha recomendado su 
uso en personas que por su oficio estén expuestos a un riesgo mayor de infección. 
Se ha intentado desarrollar vacunas contra el virus de EEV usando otras 
metodologías como las  técnicas de ADN recombinante, pero éstas no han 
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inducen parecen ser menores y no protegen contra la infección por aerosoles (De la 
Hoz, 2000).       
 
Encefalitis Equina Venezolana, Respuesta inmunitaria y mediadores oxidativos 
       
En la infección por EEV, se ha reportado elevación de ciertos mediadores 
inmunitarios como la Interleucina 1β (IL-1β), que se ha caracterizado por ser una 
citocina pro-inflamatoria que participa  como mediador en una gran cantidad de 
procesos implicados en un amplio espectro de patologías del sistema nervioso 
central (SNC) (Blamire et al.,  2000). Igualmente se ha reportado un aumento en la 
expresión de genes pro- inflamatorios que incluyen los de la sintetasa de óxido nítrico 
inducible (iNOS) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α), lo cual sugiere que la 
respuesta inflamatoria mediada por éstos, contribuirá a la neurodegeneración por 
EEV (Schoneboon et al., 2000). Otros estudios revelan un incremento en la expresión 
del Interferón gamma (IFN-γ) con una disminución de las Interleucina 2 (IL-2) e 
Interleucina 4 (IL-4). 
 
Una vez que los virus superan los obstáculos que ofrece la respuesta innata, 
entran a las células por unión a receptores específicos, bien por fusión o por 
endocitosis.  El receptor clonotípico de las células T (TCR) es un complejo formado 
por un heterodímero (αβ o γδ) responsable del reconocimiento antigénico, a menudo 
en el contexto de las moléculas del sistema principal de histocompatibilidad (MHC), y 
una serie de cadenas invariantes de función y estequiometria aún inciertas: CD3 (γ, δ 
y ε) y CD247 (δ). El TCR es crucial en dos momentos de la vida de los linfocitos T. 
Participa primero en la selección positiva y negativa del repertorio T durante la 
maduración tímica. Después, en la periferia, es responsable del reconocimiento de 
antígenos, y desencadena programas funcionales que expanden y diferencian a los 
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La respuesta inmunitaria adaptativa depende de la generación de diversas 
subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (Th) y la consecuente producción y 
secreción de citocinas. Los linfocitos Th en estado no diferenciado, conocidos como 
linfocitos Th0, requieren que células profesionales le presenten antígenos (células 
dendríticas) y señales coestimuladoras (CD40, CD80, CD86) para poder 
diferenciarse en linfocitos Th1, que son células que secretan IFN-γ y son 
responsables de colaborar en la respuesta inmunitaria celular, o bien en linfocitos 
Th2, que secretan Interleucinas (IL), IL-3, IL-4, IL-5, IL-4, IL-10, IL-13 y son 
responsables de colaborar en la respuesta inmunitaria humoral  (Montaño F. et al., 
2008).  Debido a ello, la diferenciación de las células T humanas refleja los cambios 
en la expresión de proteínas que controlan el ciclo celular, sobrevivencia, migración y 
funciones efectoras (Appay V. et al., 2004).  
Se ha descrito que la infección por el virus de EEV en el SNC, produce daño a 
nivel celular, entre otros, por los metabolitos del proceso de oxidación, los cuales son 
originados por reacciones biológicas necesarias para la formación de compuestos de 
alta energía utilizados para los procesos metabólicos celulares. Involucran la 
transferencia de electrones que pueden generar radicales libres o especies de 
oxigeno reactivo (ROS) dentro de los cuales se encuentran el anión superóxido (O-2) 
y el anión hidroxilo (OH·), así como el peróxido de hidrógeno (H2O2) (Skaper, 1999). 
Estos radicales libres en conjunto con las especies reactivas de nitrógeno (Zinder et 
al., 1992) son fragmentos moleculares extremadamente reactivos que reaccionan 
agresivamente con otras moléculas y crean compuestos anormales originando el 
estrés oxidativo con el subsecuente daño en las células y tejidos. El ADN y otras 
macromoléculas son dañadas por estos radicales libres (Reiter, 2000; Skaper et al., 
1999).  
 
También se ha señalado que los productos de la peroxidación lipídica, por 
ejemplo el malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE), son una de las 
consecuencias de este estrés que produce el daño oxidativo en las membranas 
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con una serie de enzimas y agentes antioxidantes que contrarrestan y protegen del 
daño oxidativo. Las enzimas antioxidativas clásicas incluyen la superóxido dismutasa 
(SOD), la glutatión peroxidasa (GPx), la glutatión reductasa, (GRd) y la catalasa 
(CAT) (Reiter, 2000). 
 
El MDA participa en algunos procesos virales, tal como ha sido descrito en 
niños infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). La infección por 
este virus ha sido asociada con el estrés oxidativo, produciéndose un incremento de 
la concentración de MDA en niños e infantes seropositivos y la disminución de 
antioxidantes en suero (Jareno et al., 1998; Sonnerborg et al., 1988). La existencia de una 
correlación negativa entre los niveles séricos de MDA en estos pacientes y el contaje 
de linfocitos TCD4+ confirman el involucramiento del estrés oxidativo en la 
fisiopatología de esta infección (Jareno et al., 1998).     
 
La infección por EEV causa un aumento en la producción de múltiples genes 
pro-inflamatorios que incluye los de la iNOS y del TNF- , sugiriendo que la respuesta 
inflamatoria es en parte mediada por esta enzima y el TNF-  podría contribuir a la 
neurodegeneración luego de la infección por el virus de EEV (Schoneboom et al., 2000). 
En cultivos de astrocitos infectados con este virus, se ha observado una elevada 
producción de TNF- , pero una baja producción de óxido nítrico (NO), indicando que 
los astrocitos cumplen un importante papel en la encefalitis inducida por virus y la 
interacción entre las células gliales y las neuronas podría ser importante en la 




      La interrelación entre la respuesta inmunitaria  y el sistema nervioso, se ha 
hecho evidente por la existencia  de un eje de regulación neuroendocrino inmunitario 
y el descubrimiento de receptores para neurotransmisores en algunas células 
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Adicionalmente, se ha reportado que las hormonas neuroendocrinas regulan diversos 
efectos sobre las células inmunitarias (Finnochiaro et al., 1991). Entre las 
neurohormonas y neuropéptidos  que influencian el sistema inmunitario se incluye la 
Melatonina (MLT) como un importante miembro de las indolaminas. La MLT (N-acetil-
5-metoxitriptamina) es una hormona lipofílica producida principalmente por la 
glándula pineal y la retina de los vertebrados, incluyendo  humanos (Zhou et al., 2008; 
Paternoster L. et al., 2009). Sin embargo, se ha encontrado en otra variedad de tejidos 
como en glándulas lagrimales extra orbitales (Mhatre et al., 1988; M.H. Jang et al, 2005), 
porciones del tracto gastrointestinal (Vakkuri et al., 1985) y ciertas células sanguíneas 
(Finnochiaro et al., 1988,1991). Participa en una gran variedad de procesos celulares, 
neuroendocrinos y neurofisiológicos. Es sintetizada a partir del triptófano y es vertida 
a la circulación  para alcanzar  sus tejidos blancos, entre los que se encuentra el 





Melatonina: N-acetil-5-metoxitriptamina, Fórmula empírica: C13H16N2O2  Peso molecular: 




Una de las características más resaltantes con respecto a la biosíntesis pineal 
de la MLT es su variabilidad a lo largo del ciclo de 24 horas  y su respuesta precisa a 
cambios en la iluminación ambiental (Caroleo et al., 1992). La síntesis y secreción de la 
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receptores pineales β-adrenérgicos. La función principal de la MLT es actuar como 
transductor de la influencia del ciclo luz-oscuridad sobre la fisiología del cuerpo. En 
humanos, las variaciones del ritmo circadiano en la MLT plasmática, han sido 
asociadas con la pubertad, ciclo menstrual, desórdenes afectivos, cáncer y con 
problemas de la insuficiencia renal experimental (Maestroni et al., 1986; Zhou et al., 2008). 
La investigación sobre la glándula pineal, se encuentra en su estadio temprano, pero 
actualmente, su fisiología, bioquímica y su posible papel inmunomodulador, están 
siendo estudiadas intensamente. Mucho se conoce, y se continúa investigando sobre 
el papel fundamental que juega la glándula pineal en el control de los mecanismos 
inmunitarios. De hecho, la anulación de la ciclicidad de la secreción de la MLT por 
administración vespertina de β- bloqueadores o por iluminación permanente, permite 
el deterioro de las respuestas inmunitarias, celular y humoral en roedores y humanos 
(Caroleo et al., 1992).  
 
Igualmente se ha reportado que la administración exógena de esta 
neurohormona aumenta la producción de anticuerpos (Maestroni et al., 1986). Por ello 
es considerada una hormona con función relevante en la fisiología circadiana (Caroleo 
et al., 1992).  
 
Se ha determinado que esta hormona, influye directa e indirectamente en la 
modulación del sistema inmunitario, provocando efectos múltiples en sus células   
(Angeli et al. 1988, Cuesta et al., 2008, Paredes et al., 2007). Entre los efectos que provoca 
esta hormona en el sistema inmunitario se incluye el aumento de la respuesta 
humoral (Maestroni et al., 1988), estimulación de la producción de anticuerpos en 
células esplénicas de ratón (Maestroni et al., 1987 y Caroleo et al., 1992), incremento de la 
producción del IFN-  por esplenocitos múridos, atribuido a la liberación de péptidos 
opioides por las células T cooperadoras (Colombo et al., 1992), activación de los 
monocitos humanos e inducción de la producción de IL-1  y la citotoxicidad de los 
monocitos contra células tumorales (Morrey et al., 1994). También es capaz de 
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incrementar la producción de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 
(CMH) clase II y el TNF-  (Pioli et al., 1993).  
 
La MLT inhibe la proliferación de linfocitos estimulados por mitógenos 
(Finnochiaro et al., 1988 ) y corrige algunos estados de inmunodeficiencia causados por 
el estrés (Maestroni et al., 1987; Caroleo et al., 1992; y Maestroni, 1999), el envejecimiento 
(Caroleo et al., 1992; Humbert, 1993 y Atre et al., 1998 ), algunas drogas  (Caroleo et al., 1992; 
Maestroni, 1998,1999; Maestroni et al., 1994 ) y las enfermedades virales (Lissoni et al., 
1993; Ben Nathan, 1994, 1995; Bonilla et al., 1997; Maestroni, 1999). Con respecto a estas 
últimas, diversos autores, reportan el efecto protector de la MLT en infecciones 
virales producidas por los virus Semliki Forest, West Nile (Lissoni et al., 1993; y Ben-
Nathan et al., 1995) y EEV (Bonilla et al,. 1997) al prolongar la sobrevida de ratones y 
retardar el inicio de la enfermedad. Informes recientes indican que la MLT puede 
controlar el crecimiento tumoral, regula la apoptosis y protege las célula del efecto 
nocivo de especies ROS (Paternoster L. et al., 2009).      
        
  La MLT modula los efectos de la inmunosupresión por glucocorticoides, los 
cuales son inducidos  durante las infecciones virales, a través de la diferenciación  
y/o activación de las células T, mediante la interacción con sus receptores (Maestroni 
et al., 1986, 1988; Stankov et al., 1991), produciéndose una cascada de eventos que 
comienza con la síntesis de factores solubles (citocinas), que estimula una serie de 
componentes del sistema inmunitario, entre los que han reportado: activación de 
células NK (Reiter, 1995) y fagocitos (Morrey et al., 1994); secreción del Factor 
Estimulador de Colonias Granulocítico-Macrofágico (GM-CSF) (Maestroni et al., 1994) y 
activación de los linfocitos T CD8  (Maestroni et al., 1995) y CD4  (González- Haba et al., 
1995), produciéndose adicionalmente, un aumento de las síntesis y/o liberación de 
péptidos opioides (Maestroni et al., 1986, 1988, 1990). Esto sugiere que, las propiedades 
inmunoestimuladoras de la MLT dependen en parte de la activación de las células T 
CD4  principalmente, formando un complejo que estimula la producción de IFN  e  
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La MLT cumple sus funciones a través de la donación de un electrón 
directamente, secuestrando radicales superóxido e hidroxilo altamente tóxicos. Limita 
la peroxidación lipídica inducida por NO, inhibe la sintetasa de NO cerebral, captura 
peroxinitritos y estimula la actividad de enzimas que aumentan la capacidad 
antioxidativa del organismo. La función de la MLT como un capturador de radicales 
libres y antioxidante es facilitada por su capacidad de atravesar barreras 
morfofisiológicas como la BHE (Skaper et al., 1999; Reiter et al., 2001). 
        
 Ben-Nathan et. al. (1994,1995), fueron los primeros en demostrar el efecto 
protector de la MLT en ratones infectados con el virus Semliki Forrest (SFV) y en 
ratones sometidos a estrés inoculados con el virus West Nile atenuado- no invasivo. 
Este efecto se evidencia por el aumento en la tasa de sobrevida en estos ratones. 
Resultados similares reportaron Bonilla et. al., (1997); y Valero et. al., (1999) en ratones 
infectados con el virus de EEV. 
 
        Estudios in vivo e in vitro, demuestran la baja toxicidad de la MLT o sus 
precursores por lo que podrían ser considerados como neuroprotectores útiles para 
el tratamiento de patologías cerebrales que involucran  citotoxicidad o donde haya 
daño oxidativo que contribuya a la neuropatogénesis (Skaper et al., 1999). 
        
 Es importante destacar que estos hallazgos demuestran la necesidad de 
continuar en la búsqueda del posible mecanismo de acción de la MLT y su papel 
terapéutico, durante la infección por el virus de EEV. 
 
Melatonina, receptores y antagonistas 
          
Los mecanismos mediante los cuales la MLT interviene en la función del 
sistema inmunitario son complejos y probablemente son mediados por la activación 
de distintos subtipos de receptores de alta afinidad de membrana y/o nucleares de la 
MLT (Dubocovich et al., 1997), los cuales han sido identificados directamente en 
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1994; López-González et al., 1992). Además, por ser un componente altamente lipofílico, 
la MLT puede penetrar sin mediación de receptores específicos y actuar dentro de 
las células como un potente secuestrador de radicales libres y como un factor anti-
envejecimiento y oncostático (Skwarlo-Sonta, 1996; Maestroni et al., 1990, 1995, 1988; Atre y 
Blumenthal, 1998; Neri et al., 1998). 
     
El Luzindole (N-acetil-2-benziltriptamina), es un antagonista de los receptores 
de MLT y se ha demostrado que es un inhibidor competitivo efectivo de éstos en el 
cerebro; actúa bloqueando las propiedades inmunomoduladoras e 
inmunorreguladoras de la MLT (Valero et al., 2009) y  además se ha demostrado que es 
activo in vivo (Dubocovich, 1988). Sin embargo, estudios previos han determinado que 
el Luzindole (LZ) no bloquea el efecto antioxidante de la MLT, a pesar de inhibir los 
receptores para la misma (Behan et al., 1999; Nava et al., 1997).  
 
Se ha reportado que las funciones específicas de la MLT están mediadas a 
través de la activación de receptores de alta afinidad en la membrana plasmática  y 
que éstos se encuentran acoplados a la proteína G. Se han descrito en base a su 
estructura molecular, tres subtipos de receptores de MLT, el MT1 y MT2 
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a la proteína G y el MT3 
ubicado en  la familia de la enzima quinona-reductasa (Reppert et al., 1995; Skinner et 
al., 2000; Slaugenhaupt et al., 1995). 
      
El receptor MT1 está expresado en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo 
y en los vasos cardiacos; además, está involucrado en la  modulación del ritmo 
circadiano (Dubocovich et al., 1998; Liu et al., 1997) y en la modulación y constricción de 
los vasos (Doolen et al., 1998). También se expresa en los tejidos periféricos y en otras 
regiones del cerebro (Clemens et al., 2001; Ram et al., 2002; Scher et al., 2002; Zhao et al., 
2000; Zhao et al., 2002). Además de su vasta distribución en los tejidos, el receptor MT1 
puede acoplarse a una amplia variedad de proteínas G incluyendo  Giα2, Giα3, Giαq 
(Brydon et al., 1999; Witt-Enderby et al., 2001) y Gαs, Gα2, Gα16 (Chan et al., 2002; Ho et al., 
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 El receptor MT2 está involucrado en la fisiología retinal (Dubocovich et al., 1997), 
en la regulación del ritmo circadiano (Dubocovich et al., 1998), en la dilatación de los 
vasos cardiacos (Doolen et al., 1998), así como en la respuesta inflamatoria (Lotufo et 
al., 2001). A diferencia del MT1 los receptores MT2 están más limitados en su 
localización, encontrándose en el cerebro, núcleo supraquiasmático del hipotálamo, 
la retina, riñones, ovarios, vasos cardiacos y varias líneas celulares cancerígenas 
(Dubocovich, 2001; Witt-Enderby, 2000; Von Gall et al., 2002); de manera similar a los 
receptores MT1, los MT2 se acoplan para inhibir la formación del AMPc en varios 
modelos transfectados (Jones et al., 2000; Brydon et al., 1999; MacKenzie et al., 2002; 
Reppert et al., 1995).        
 
A diferencia de los receptores MT1, la expresión del MT2 en las células 
HEK293, también ocasiona  un descenso en GMPc. Quizás las diferencias sutiles en 
las propiedades de señalización y farmacológicas entre MT1 y MT2, proporcionen un 
elemento esencial para entender los efectos de la MLT en procesos fisiológicos 
específicos (Petit et al., 1999). 
      
A una proteína que mostraba un perfil enlazante similar al del MT2 
(Dubocovich, 1995; Molinari et al., 1996) se le dió el nombre de MT3; fue aislada de riñón 
de hámster Sirio (Nosjean et al., 2000) y se demostró que tiene un 95% de homología 
con la quinona-reductasa humana, una enzima involucrada en la desintoxicación 
(Nosjean et al., 2000). Esta proteína y su actividad asociada se expresa en el hígado, 
riñón, cerebro, corazón, tejido adiposo marrón, músculo esquelético, pulmón, 
intestino, testículos y vasos de hámster, ratones, perros y monos (Nosjean et al., 2001). 
Se ha demostrado, además, que la proteína MT3, está involucrada en la regulación 
de la presión intraocular en los conejos (Pintor et al., 2001) y en la respuesta 
inflamatoria en la micro vasculatura (Lotufo et al., 2001). 
 
   Hasta ahora, los receptores de MLT de alta afinidad en células 
inmunocompetentes son importantes sitios de unión que se han descrito en 
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de aves y mamíferos (Poon et al., 1994). También se ha descrito un sitio de alta 
afinidad en linfocitos T ayudadores de la médula ósea (Maestroni, 1995). Otro estudio 
mostró que la MLT se une a las células linfoides humanas modulando su respuesta 
proliferativa (Maestroni, 1990). 
      
Consistentemente con el hecho de que las células activadas parecen 
responder más a la MLT, la activación de células T, significativamente incrementa la 
unión a la misma; los sitios de unión a MLT y los ARNm de estos  receptores, fueron 
hallados mayormente en células T ayudadoras humanas, pero también en TCD8+ y 
células B. Además, la expresión en monocitos humanos de receptores para MLT 
depende de su estado de maduración. Más interesantemente, parece ser que la 
diferenciación relativa de monocitos in vitro afecta la expresión de estos receptores. 
Además, los receptores de membrana y nucleares, se han descrito en células 
inmunocompetentes en humanos y en roedores (Rafii et al., 1998). 
     
Sitios de unión específicos para MLT han sido descritos en purificados de 
núcleos de células provenientes del timo y del bazo en ratas. Más recientemente, se 
ha reportado que el efecto de la MLT en la producción de citocinas en las células 
mononucleares de sangre periférica humana, parece depender de la activación de 
receptores nucleares, más que de receptores de membrana. Sin embargo, el papel 





El Óxido Nítrico (NO) es una molécula vasodilatadora que se ha relacionado 
ampliamente con la regulación del tono vascular, tanto en condiciones normales 
como patológicas (Lee et al., 1992; Castro et al., 1993; Moncada et al., 1993). Se sintetiza a 
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una molécula altamente inestable, con una vida media de 6 segundos, que se 
degrada rápidamente a nitratos y nitritos (Stuehr et al., 1985).   
 
Han sido identificadas tres isoformas de NOS: sintetasa del óxido nítrico 
neuronal o tipo I, sintetasa del óxido nítrico inducible o tipo II y sintetasa del óxido 
nítrico endotelial o tipo III. La NOS inducible (iNOS) es sintetizada en los macrófagos, 
células musculares lisas, células estrelladas hepáticas, hepatocitos, y muchos otros 
tipos celulares, sólo tras inducción por lipopolisacárido (LPS) y citocinas 
proinflamatorias. Una vez expresada, la iNOS sintetiza grandes cantidades de NO 
durante largos períodos de tiempo, independientemente de estímulos 
hemodinámicos o mecánicos (Sessa W., 1994; Ananth C. et al., 2003). En contraste, la 
NOS endotelial (eNOS) libera NO durante periodos cortos de tiempo en respuesta a 
varios tipos de estímulos, tanto endógenos como exógenos, incluyendo entre estos 
los estímulos físicos (Takahashi et al., 1997). Aunque inicialmente la localización de 
este enzima fue demostrada en las células endoteliales, se ha visto que la expresan 
también otros tipos celulares, como células mesangiales, gliales, neuronales, y las 
del epitelio respiratorio. 
 
El NO es una molécula pequeña, simple, extremadamente lábil, de corta vida 
y altamente nociva debido a su estructura de radical libre; posee un electrón extra 
que le confiere una elevada reactividad (Zinder et al., 1992). También puede ser 
producido por un grupo de compuestos conocidos como donadores de NO como el 
Nitroprusiato de Sodio (NPS) (Lahiri et al., 1999).  El NO es sintetizado en células 
endoteliales, macrófagos, neutrófilos y células neuronales (Di Mascio et al., 2000). La 
NOS juega un importante papel  en la regulación cardiovascular, en las funciones del 
SNC y periférico, en las funciones inmunitarias y otros mecanismos homeostáticos. 
La iNOS también se expresa en neuronas piramidales y células gliales del 
hipocampo en condición estimulada. Su  excesiva producción provoca efectos 
proinflamatorios y neurotóxicos en respuesta a la inflamación del tejido cerebral 
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Sin embargo, la elevada producción de NO ha sido asociada con un gran 
número de condiciones patológicas en conjunto con otros factores mediadores de la 
respuesta del sistema inmunitario. Como ocurre en ratas con encefalitis producida 
por la infección con el Virus Herpes Simple en donde los elevados niveles de NO 
producidos sugieren que esta molécula es un factor patogénico en esta infección 
(Fujii et al., 1999). 
 
Algunos autores como Shoshkes y Komatsu (1998), reportan que la 
producción de NO podría ser beneficiosa para la resolución de ciertas infecciones 
virales, inhibiendo la replicación del virus; es el caso de la infección producida por el 
Virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) en la cual, se sugiere que el NO puede jugar 
un papel crucial en la inmunidad innata del huésped, en los estadios iniciales de la 
infección en el SNC (Lin et al., 1997). Aún existen muchas incógnitas por despejar en 




 La existencia de las células gliales o glía, fue descrita por primera vez en 1856, 
cuando Rudolph Virchow reconoció la presencia de un componente intersticial o 
tejido conjuntivo en el sistema nervioso envolviendo los componentes nerviosos y 
que denominó Nervenkitt o neuroglía. En 1865, Otto Deiters fue el primero en 
identificar en el SNC células que no eran neuronas y que correspondían a las células 
del tejido conjuntivo, a las que llamó células de Deiters. Probablemente Camillo Golgi 
supuso el inicio del estudio de las células gliales, puesto que su técnica de 
impregnación argéntica (1885-1886) permitió identificar morfológicamente de manera 
fiable los distintos tipos celulares del sistema nervioso de los vertebrados. Describió 
las células gliales como células conjuntivas aracnoideas o estrelladas sin 
prolongación nerviosa.  
 
 En 1893, Michael van Lenhossek introdujo el término de astrocito para hablar de 




  18 
  
Adriezen clasificó la glía en fibrosa principalmente presente en la materia blanca, y 
protoplasmática, principalmente en la materia gris. La glía fibrosa estaba constituida 
por células estrelladas, con prolongaciones largas, delgadas y poco ramificadas. La 
glía protoplasmática estaba constituida por células con numerosas prolongaciones en 
todas direcciones, cortas y ramificadas. Santiago Ramón y Cajal atribuyó el nombre 
de astrocitos a estos dos tipos de glía y más tarde describió la presencia del tercer 
elemento celular del SNC (1913), además de los astrocitos y las neuronas.  
 
 En 1921, Pío del Río-Hortega, discípulo de Cajal, describió un nuevo tipo celular 
en el SNC, la microglía (células de Hortega). Además también fue el primero en teñir 
y definir otro tipo de células gliales, los oligodendrocitos a los que inicialmente 
denominó como glía interfascicular. Paralelamente, Wilder Penfield (1924) presentó 
un estudio sobre oligodendroglía. A principio del siglo XX quedaron definidos los tres 
tipos principales de células gliales en el SNC: astrocitos, microglía y oligodendrocitos 
(Figura 3) (Ramírez-Exposito y Martínez- Martos, 1998). Así mismo, se describieron dos 
grupos claramente diferenciados en función de su origen: En primer lugar está la 
macroglía, que en el SNC se compone de las células astrogliales y oligodendrocitos, 
formados en la placa neuronal de forma paralela a las neuronas (en el sistema 
nervioso periférico (SNP) las células de Schwann se encontrarían dentro de este 
grupo). Por otro lado, encontramos la microglía, que está constituida por células de 









  Figura 3. Principales tipos de células gliales: Astrocitos, Oligodendrocitos y Microglía 
Fuente: Atlas de Anatomía Prometheus, volumen 3. 
 
 Las microglías son células con núcleos densos, pequeños y alargados con 
prolongaciones cortas e irregulares que tienen capacidad fagocitaría. Se originan en 
precursores de la médula ósea y alcanzan el sistema nervioso a través de la sangre; 
representa el sistema fagocítico mononuclear en el SNC. Fueron descritas a inicio 
del siglo XX por Pío del Río-Hortega como una entidad glial independiente, 
íntimamente relacionada con patologías del cerebro (Raivich et al., 1999; Gehrmanny et 
al., 1995). La microglía representa de un 10-20% del total de la población de células 
gliales; se distribuye de manera ubicua en el SNC y está funcionalmente relacionada 
con los macrófagos de los tejidos periféricos y otras células del linaje monocítico. 
Tienen un origen mesodérmico, es decir, se derivan de las células precursoras de la 
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neuroectodérmico (Federoff et al., 1997). El papel principal de la microglía es mediar la 
respuesta inmunitaria intrínseca innata frente a injurias tisulares en una gran 
variedad de condiciones (Stence et al., 2001). Diversas evidencias sugieren que la 
microglía juega un papel doble, neuroprotector ó citotóxico, dependiendo de la 
severidad de la injuria sobre el tejido (Benati et al., 1993). 
 
 La microglía constituye el sistema inmunitario del SNC (Kreutzberg, 1996), y como 
tal, sus principales funciones van dirigidas a detectar y eliminar cualquier posible 
patógeno, así como los restos celulares presentes en el parénquima. Al igual que los 
astrocitos, la microglía se distribuye de forma territorial, aunque sus prolongaciones 
no se adhieren unas a otras (Raivich et al., 2004). 
 
 Cuando la microglía se activa sufre un proceso con una serie de cambios 
morfológicos y funcionales progresivos, en el que podemos diferenciar tres estados. 
En primer lugar encontramos la llamada microglía quiescente o en reposo, que 
constituye el estado basal en el SNC adulto normal y que presenta gran número de 
ramificaciones finas y alargadas, que en la materia blanca se orientan en paralelo a 
las fibras nerviosas y en la materia gris adoptan una morfología estrellada. En 
segundo lugar está la microglía activada, que presenta ramificaciones acortadas y 
engrosadas, y que es la principal responsable de la síntesis de proteínas 
proinflamatoria que median en gran parte sus funciones en condiciones patológicas. 
Por último, tenemos la llamada microglía ameboide, la cual con su propio nombre 
indica, presentar una morfología más globular. Esta última es la encargada de 
fagocitar el patógeno, restos celulares, depósitos proteicos, entre otros (Raivich et al., 
1999; Streit, 2002).  Muchos estudios sostienen la idea de que la microglía ameboide 
que se encuentra perinatalmente, sobretodo en áreas de la materia blanca, como el 
cuerpo calloso supraventricular, está constituida por macrófagos cerebrales que 
participan en la eliminación de las células muertas y/o de axones transitorios. Sin 
embargo, existe un gran número de estudios que evidencian que esta apariencia de 
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inmadurez e indiferenciación. La microglía ameboide está virtualmente ausente en la 
materia gris (Streit et al., 1999).  
 
Tipos de microglía 
 
 La microglía presenta una distribución ubicua dentro del SNC, con diferencias 
regionales de tal manera que tiene una presencia destacada en zonas como el 
hipocampo, el telencéfalo olfatorio y en regiones de los ganglios basales y de la 
sustancia negra (Lawson et al., 1990). 
 
 Existen patrones microgliales de exposición muy diferentes debido en gran parte 
a la composición del microambiente en el que se encuentra. Así, encontramos que 
las células MHC-II y CD4 positivas se localizan en su mayoría en la sustancia blanca 
del SNC. Morfológicamente, las mayores diferencias las encontramos entre las 
células de la sustancia blanca y la gris de tal manera que mientras que la microglía 
de la sustancia blanca presenta ramificaciones paralelas y perpendiculares a las 
fibras nerviosas, la microglía de la sustancia gris presenta una mayor ramificación 
en todas las direcciones. Los patrones de expresión proteica pueden ser, además, 
muy diferentes en función tanto del modelo como de la zona del SNC estudiados no 
sólo en condiciones basales, sino también en condiciones de activación (Carson et al., 
2007). 
 
Funciones de la microglía 
 
 Las funciones de la microglía en condiciones fisiológicas son mucho más 
desconocidas que los astrocitos. Sin embargo, día a día se postulan nuevas 
funciones que la microglía ejerce cuando se encuentra activada, no solamente se 
encarga de eliminar restos celulares, patógenos o depósitos proteicos del medio 
extracelular, sino que también participa de una forma activa en procesos tan 
importantes como la neurogénesis o la remodelación y maduración de la sinapsis 
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de captar la actividad neuronal, sino que también es capaz de influir en la 
supervivencia y en la misma función neuronal. Todo esto apoya la existencia de una 
activa relación neurona- microglía (Streit, 2002; Van Rossum et al., 2004; Hanisch, 2002; 
Streit et al., 2005). 
 
 Como ya se ha comentado antes, en condiciones fisiológicas la microglía 
presenta un estado quiescente o de reposo. En dichas condiciones, y a pesar de no 
presentar una función clara como las que realiza en los diferentes estados de 
activación, se ha visto que la función principal de la microglía es monitorizar y 
proteger el bienestar de las neuronas rastreando el medio extracelular con el fin de 
detectar cualquier posible cambio. La microglía presenta una distribución 
tridimensional homogénea altamente organizada, a pesar de su elevada motilidad: 
Así, y aunque el soma presenta una posición más o menos fija, las prolongaciones 
se mueven continuamente por el medio extracelular de tal manera que en pocas 
horas el cerebro es completamente rastreado (Nimmerjahn et al., 2005). La  microglía 
establece contactos dinámicos con otras células del SNC como neuronas, astrocitos 
y vasos sanguíneos (Nimmerjahn et al., 2005). Además, presenta numerosos receptores 
que le permiten detectar cualquier cambio sutil que se produzca, como receptores de 
neurotransmisores, tanto purinérgicos como gabanérgicos, dopaminérgicos y 
noradrenérgicos (Pocock et al., 2007), receptores de inmunoglobulinas y complementos 
entre otros. Todo estos recursos servirían para captar múltiples señales, con el fin de 
mantener o aumentar sus niveles de actividad (Bezzi et al., 2001). 
 
   Activación de la microglía 
 
La microglía se activa ante la presencia de una gran cantidad de estímulos 
tales como una lesión, patógenos, restos celulares u otros elementos “extraños” tales 
como precipitados proteicos anómalos en el medio extracelular. Dicha respuesta 
presenta procesos básicos como el cambio morfológico, la proliferación y la 
fagocitosis, así como la producción de una gran cantidad de mediadores pro y anti- 
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        El nivel de activación de la microglía y la expresión de sus receptores depende 
del tipo y la severidad de lesión del cerebro  (Raivich et al., 1999; Streit et al., 1988). 
Después de una axonotomía reversible, la microglía prolífera y rodea los nervios 
secretando factores solubles tales como factor de crecimiento del fibroblasto (FGF) y 
factor de crecimiento del nervio (FCN) (Heumann et al., 1987; Gómez- pinilla et al., 1990; 
Araujo y Cotman, 1992). También ocurre un incremento en la expresión de varios 
receptores como los del complemento, FC, trombina, citocinas como la IL-6 (que 
estimula el crecimiento de los linfocitos B productores de anticuerpos)  y la IL-18 
(inflamatoria de la glia), quimiocinas (que inician y promueven las reacciones 
inflamatorias, ya que regulan el tráfico y afluencia al sitio de inflamación de varios 
tipos celulares y determinan un incremento de su adhesión a las células endoteliales 
y/o su activación) y de co-receptores de CD4 (CMH clase II) y CD8 (CMH clase I). 
Así, la microglía parece mostrar un efecto neuroprotector en su estado activado o 
esferoide, y colabora en la recuperación de neuronas con daños reversibles. 
Inversamente, la degeneración neuronal inducida por una proteína tóxica llamada 
ricina (acontecimiento irreversible y letal) da lugar a que la microglía se active 
completamente como fagocito. Esta etapa de activación está caracterizada por un 
aumento significativo en la expresión de los marcadores observados en la etapa 
fagocitaría incluyendo varias integrinas (α5β1, α6β1  y αMβ2), y antígenos del CMH de 
clase I y II. Así, la microglía muestra una plasticidad “funcional” notable dependiendo 
de la severidad de la lesión (Kitamura et al., 1977; Dickson et al., 1991; Lee et al., 2001).  
 
 Sin embargo, es importante señalar que en condiciones fisiológicas, la 
microglía se encuentra en lo que hemos denominado un estado de reposo. Esta 
descripción no debe llevarnos a confusión, ya que, como hemos explicado, se 
encuentra continuamente rastreando el medio extracelular en busca de señales que 
le indiquen el estado general del entorno en el que se encuentra. En dichas 
condiciones la microglía presenta, a diferencia del resto de macrófagos (incluyendo 
los macrófagos perivasculares), una baja expresión de CD45 y del complejo mayor 
de histocompatibilidad II (MHC II), de moléculas co estimuladoras, así como una baja 
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“inhibida” o “calmada” por una gran cantidad de señales que recibe de las neuronas y 
también de los astrocitos. Así, la activación glial no sólo se puede desencadenar tras 
la aparición de señales activadoras, sino también por la desaparición de las señales 
inhibidoras.  
 
   Todas estas señales tienen como característica común que indican la 
existencia de elementos peligrosos para la integridad funcional y estructural del SNC. 
Las señales activadoras corresponden a factores que no están normalmente 
presentes en el medio, como componentes microbianos o componentes 
intracelulares. Las neuronas también pueden secretar activamente proteínas que 
producen la activación de la glia, como las quimioquinas CCL21 y CXCL10 o 
diferentes neurotransmisores, como el glutamato (Biber et al, 2007). Dentro de este 
grupo también se encuentran aquellas moléculas que solo están presentes en 
condiciones muy especificas, como complejos inmunoglobulina antígeno o partículas 
opsonizadas, así como aquellas que están presentes de forma anormal, como los 
precipitados proteicos. Todas estas señales son detectadas por una gran variedad de 
receptores presentes tanto en la microglía como los astrocitos. Las señales 
inhibidoras son aquellas cuya disrupción puede desencadenar la activación. Estas 
señales engloban los contactos intercelulares neurona-glía, como las parejas CD200-
CD200R, CX3CL1-CX3CR1, SIRPα-CD47 (Hanisch et al, 2007) y CD22-CD45 (Mott et 
al, 2004), y factores solubles liberados al medio por las neuronas que reflejan su 
estado de actividad, como los neurotransmisores o los neuropeptidos. Dentro de este 
grupo también podemos incluir otros factores como las citocinas anti inflamatorias 
interleucina-10 (IL- 10), TGF-β o IL-1ra y diversos glucocorticoides, que son 
producidos y liberados constitutivamente por las propias células gliales (John et al., 
2003). 
 
                 Por otra parte, es importante mencionar la acción de los nucleótidos y 
nucleósidos extracelulares en situaciones de daño porque pueden estimular la 
síntesis de ADN y la proliferación de la microglía, astrocitos y células endoteliales. 
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componentes inducen a que haya un aumento de calcio en esas células, siendo los 
responsables de su activación, e incluso podrían actuar como sus reguladores 
endógenos  además de serlo también para los oligodendrocitos (Nearty et al., 1996). 
 
               Además, la microglía activada libera factores de crecimiento polipeptídicos y 
citocinas que estimulan la proliferación de células endoteliales capilares del cerebro y 
cambios reactivos en los astrocitos. Por un lado, la glía juega un papel positivo en los 
eventos regenerativos post-lesión,  pero por el otro, la reacción glíal tiene un efecto 
negativo que se opone a la recuperación de funciones porque desafortunadamente 
las reacciones gliales a la lesión constituyen también un impedimento a la 
recuperación posterior, ya que la cicatriz glial hecha por los astrocitos suele 
considerarse como un obstáculo físico que limita la regeneración axonal (Streit, 2002). 
 
Como hemos dicho, la activación glial se caracteriza, además, por el aumento 
de una amplia batería de proteínas entre las que se incluyen factores neurotróficos 
que aumentan la supervivencia de las neuronas, y mediadores pro y anti 
inflamatorios tales como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, NO y ROS. Por su 
parte, los astrocitos sintetizan GFAP, S100 β, MAO-B, factores tróficos como NGF, 
CNTF, BDNF, VEGF, ILF1 y LIF quimioquinas como IL-8, y factores como el GM-
CSF y M-CSF que promueven la proliferación de las células microgliales y su 
diferenciación (Farina et al, 2007). La microglía también sintetiza factores tróficos, como 
el NGF o el NT-3 (Elkabes et al, 1996), así como un gran número de proteínas de 
membrana, como el receptor del complemento 3 (CR3), el MHC II y moléculas 








Figura 4. Proteínas producidas por astrocitos y microglía durante la activación glial        
(Ejarque-Ortiz et al., 2007). 
  
 
         Ahora bien, existe una gran cantidad de reportes que implican la activación y 
la proliferación excesiva de la microglía en el desarrollo de la muerte neuronal en 
varios estados patológicos  de ciertas enfermedades del SNC. Los ejemplos 
incluyen: el síndrome de Wernicke-Korsakoff, Enfermedad de Parkinson, Enfermedad 
de Alzheimer, isquemia, y varios HIV-1 (Todd y Butterworth, 1999; McGeer y McGeer, 1998; 
Walton et al., 1999; Akiyama et al., 2000; Xiong et al., 2000). Una concordancia en los 
mecanismos observados en estas enfermedades es la producción de una variedad 
de neurotoxinas en exceso por la microglía, incluyendo el NO, TNFα  y especies de 
oxígeno reactivo como el peróxido (Figura 5). La producción excesiva de esos 
factores conduce a una cascada de efectos incluyendo la activación de astrocitos, 








  27 
  
 
   
Figura 5. Mediadores implicados en la activación glial y sus posibles consecuencias 
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Marcadores de la microglía 
 
        El primer marcaje selectivo utilizado para identificar las células microgliales fue 
el carbonato de plata amoniacal desarrollado por Pío del Río Hortega. Es un marcaje 
poco reproducible y muy variable entre especies. 
 
  Existen diversos marcadores ampliamente utilizados para el reconocimiento de 
las células microgliales diferenciándolas del resto de poblaciones gliales. Sin 
embargo, nos encontramos con más problemas cuando queremos diferenciar la 
microglía fagocítica de los macrófagos que se infiltran en el SNC en situaciones 
patológicas, debido a que muchos marcadores son proteínas de membrana 
compartidas por estas dos poblaciones celulares; entre los marcajes utilizados 
tenemos varios anticuerpos y varias lectinas (Thomas, 1992; Acarín et al., 1994). Los 
anticuerpos disponibles se han obtenido contra antígenos específicos de macrófagos 
y, por lo tanto, reconocen preferencialmente las formas ameboide y reactiva de la 
microglía. Algunos de estos anticuerpos marcan tenuemente  la microglía  
ramificada, como el OX-42 (también denominado MAC-1 o CD11b) mientras que 
otros no la marcan en absoluto, como el CD68. Sin embargo, in vitro todos estos 
anticuerpos suelen marcar tanto microglía quiescente como la activada. Una de las 
formas más usadas para la identificación de la microglía es mediante la utilización de 
las lectinas. Estas moléculas se unen a los azúcares terminales de las cadenas 
laterales de los oligosacáridos de las glicoproteínas del SNC que se encuentran 
integradas en la membrana plasmática. Una lectina muy utilizada es la del tomate 
(Acarin et al., 1994), que reconoce específicamente la galactosa. Sin embargo, a pesar 
de que las lectinas también marcan los vasos sanguíneos y los plexos coroideos, 
dentro del parénquima del SNC son marcadores específicos de las células 
microgliales, ya que no marcan neuronas, astrocitos ni oligodendrocitos; pero no es 
exclusiva de las células microgliales, ya que marca también los macrófagos y las 
células endoteliales. Otros marcadores de membrana como el CD45 o el MHC se 
expresa a bajos niveles en la microglía quiescente, pero su expresión aumenta en la 
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quiescente de la activada e incluso de los macrófagos infiltrados (Carson et al., 2007). 
Actualmente se está extendiendo la utilización del marcaje de IBA-1, ionized calcium-
binding adapter molecule, una proteína de membrana cuya expresión sólo se ha 
identificado en células microgliales, células dendríticas y osteoclastos. De esta forma, 
el marcaje de esta proteína nos permite diferenciar a la microglía de los macrófagos 
infiltrados (Ladeby et al., 2005). También la microglía expresa el receptor CD200R 
principalmente expresado por células mieloide (Wright et al.,  2003). 
 
El CD200R es una glicoproteína transmembrana que se encuentra en la 
superficie celular y que actúa de receptor de otra molécula denominada CD200. 
CD200R se expresa en la superficie de células del tejido mieloide y en linfocitos 
TCD4+ de sangre periférica (Wright et al., 2003; Wright et al., 2000) mientras que CD200 
se expresa en una amplia variedad de tejidos, como son timocitos, células 
dendríticas foliculares, endotelio vascular, células B recirculantes, células T activadas 
y neuronas tanto del sistema nervioso central como periférico. Ambas moléculas 
comparten estructura dado que contienen dos dominios tipo inmunoglobulina e 
interaccionan entre ellas. Además si se comparan filogenéticamente están muy 
cercanas lo que indica que ambas proceden de un gen ancestral común. Aunque la 
existencia de CD200 se conocía desde la década de los 80 (antes conocida como 
OX-2) no se planteó la existencia de CD200R hasta 1997 (Preston et al., 1997). Aún 
así, no fue hasta el año 2000, cuando dicha molécula fue caracterizada en ratón 
(Wright et al., 2000). 
 
          Además de los receptores antes mencionados la microglia posee diferentes 
tipos de receptores implicados en la modulación de la transmisión nociceptiva, tales 
como, receptores adrenérgicos, serotoninérgico tipo 5-HT2a, purinérgicos, 
GABAérgicos, glutamatérgicos y glicinérgicos. De esta manera, la actividad de la 
neuroglia pudiera ser modulada o regulada por diferentes neurotransmisores, entre 
ellos la 5-HT (Lee et al., 2001; Synowitz et al., 2004). Las células gliales  (microglia y 
astrocitos) de la médula espinal, son críticamente importante en la mediación de los 
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eléctricamente excitables ni establecen sinapsis con las neuronas, mantienen un 
diálogo continuo entre ellas y con las neuronas de un modo bastante complejo, 
asegurándose el soporte estructural, metabólico y trófico durante toda la vida 
(Aschner et al., 2002).  
 
          Las respuestas inmunitarias están inhibidas en el cerebro en condiciones 
normales.  Existen evidencias de que las neuronas controlan el estado de activación 
de la microglía, contribuyendo a su estado quiescente. Uno de los mecanismos 
sugeridos de cómo las neuronas controlan activación microglial es la interacción con 
el ligando CD200, una glicoproteína de membrana neuronal, con sus receptores 
presentes en la microglía (Neuman, 2001).  También existen antibióticos con una 
acción potente y preferencial inhibidora sobre microglía y no sobre astrocitos o 
neuronas, como es la minociclina una tetraciclina semisintética de segunda 
generación que penetra bien en el SNC a través de la barrera hematoencefálica 
(Alonso, 1980). Además de su acción como antibiótico, la minociclina tiene efecto 
neuroprotector y antiinflamatorio en el SNC (Tikka et al., 2001; Yrjanheikki et al., 1998). 
 
          Ciertos estudios han demostrado que las células gliales  del cordón espinal, 
tales como los astrocitos y la microglía, juegan un papel importante en la creación y 
mantenimiento del dolor patológico inducido por virus y bacterias, elevando las 
citocinas proinflamatorias (Coyle, 1998; Watkins et al., 1997; Watkins et al., 2001; Watkins y 
Maier 1999, 2000; Tsuda et al., 2003). La microglía también puede sensibilizarse 
respondiendo a un estimulo nocivo, expresando el receptor del complemento tipo 
CD11b en humanos y CR3 en ratas, cuyo ligando es la proteína del complemento 
iC3b. Se ha demostrado que las células gliales pudieran ser activadas por sustancias 
relevantes para el mecanismo del dolor como la sustancia P, bradykinina, péptidos, 
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Función de CD200R  y CD200 
 
En las primeras observaciones, Hoek et al., 2000 demostraron, en ratones, que 
una deleción del gen CD200 aumentaba el número de células que expresaban 
CD200R y los animales mostraban mas susceptibilidad a sufrir artritis inducida por 
colágeno y encefalomielitis alérgica experimental, además de presentar un 
compartimiento mieloide expandido y activado. Las células mieloides y neuronas 
también presentan un receptor inmune inhibitorio denominado SIRP-α que se une a 
su ligando que es el CD47 y es similar a CD200. Esta interacción SIRP-α/CD47 
causa la inhibición de la actividad de los macrófagos a través de los motivos 
inhibitorios presentes en el tallo citoplasmático de SIRP-α. Se ha demostrado que 
esta interacción es importante en la inhibición de la fagocitosis de los macrófagos. La 
abundante expresión de CD200 y CD47 en el SNC sugiere un importante papel para 
estas moléculas inhibitorias (Koning et al., 2007). 
 
En otro estudio se observó que la interacción de CD200 con CD200R producía 
un efecto immunorregulador ya que inhibía la producción de citocinas tipo-1, que son 
las encargadas de la defensa de tipo celular y producidas por los linfocitos Th1. 
Estos datos apoyan la idea de que las interacciones CD200-CD200R son 
importantes en la inmunorregulación que contribuye a determinar la susceptibilidad a 
la enfermedad autoinmune (Gorczynski, 2001). La interacción de CD200 con su 
receptor provoca una señal inmunosupresora que lleva a la inhibición de los 
macrófagos, a la inducción de células T reguladoras, cambio del perfil de citocinas 
desde Th1 a Th2 e inhibición de la inmunidad específica de tumor de las células T 
(Moreaux et al., 2008).  
 
Clark et al. (2003) demuestran que la expresión de CD200 en trofoblastos está 
relacionada con el éxito en el término de un embarazo ya que cuando la expresión de 
esta molécula falla se provoca el aborto. Demuestran que el cambio de citocinas de 
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a término y que este cambio está influenciado por la expresión de CD200 tanto en los 
trofoblastos fetales como en la decidua materna.  
 
Se ha observado que durante la muerte celular por apoptosis, los procesos 
bioquímicas modifican las proteínas propias y crean potenciales auto antígeno. Para 
mantener la tolerancia, el sistema inmunitario debe controlar las respuestas 
asociadas a estos autoantígenos. Rosenblum et al., (2004) demuestran que las células 
dendríticas experimentan un incremento en la expresión de CD200 cuando dichas 
células entran en apoptosis (fenómeno que ocurre continuamente debido al recambio 
celular). Además ambos procesos van unidos porque cuando se inhibe la apoptosis 
utilizando un inhibidor de la misma, como es el Z-VAD-FMK, también es inhibida la 
expresión de CD200. También encontraron que en la secuencia de CD200 hay 4 
posibles sitios de unión a p53 en el primer intrón murino y 2 sitios putativos en el 
primer intrón humano. Esto es importante porque p53 juega un papel importante en 
las rutas de señalización iniciadas en las células apoptóticas, lo que sugiere que 
CD200 juega un papel en la tolerancia inmune asociada a la apoptosis (Clark et al., 
2003; Rosenblum et al., 2004). 
 
CD200R también ha sido analizado en mastocitos tanto humanos como de 
ratón y se ha visto que desarrolla un papel importante en la respuesta inmunitaria 
inhibitoria (Cherwinski et al., 2005).  
 
Recientemente se ha demostrado que tanto Dok-1 como Dok-2 se asocian a 
CD200R y median su función inhibidora (Zhang et al., 2004b; Zhang and Phillips, 2006). 
Además se ha demostrado que la unión de CD200R por su ligando CD200 no es 
necesaria para la mielopoyesis en ratones normales ya que el desarrollo de leucemia 
en ratones DKO no fue causada por un defecto en la señalización de CD200R 
(Rijkers et al., 2007).  
 
Muchos estudios sugieren que la señalización producida por la interacción 
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Se ha descrito una relación entre esta interacción y la enfermedad de Parkinson ya 
que CD200 transmite una señal a través del receptor de CD200 para regular la 
activación de la microglía y este suceso está bastante relacionado con la patogénesis 
y la progresión de la enfermedad de Parkinson (Wang et al., 2007).  
 
CD200 está también implicada en la inmunosupresión en las neoplasias de 
células B. Las células B de la leucemia linfocítica crónica expresan CD200, lo que 
lleva a la inhibición de la respuesta Th1 en las reacciones linfocitarias (McWhirter et al., 
2006). Simelyte et al., 2008 realizaron estudios empleando un ligando soluble de 
CD200R para tratar la artritis inducida por colágeno (CIA) en ratones. El resultado ha 
sido, que este tratamiento ha reducido la gravedad de los síntomas tanto clínicos 
como histológicos e incluso empleando menos dosis que el TNFR-Fc. La 
administración de CD200R-Fc disminuyó los niveles de expresión de RNAm para el 
TNF-α, la IL-1β, la IL-10 y la metaloproteinasa 13 (MMP-13) en las articulaciones. 
 
Otro artículo demuestra la expresión de CD200R tanto en células T como 
células B, y esto ocurre tanto en humanos como en ratones (Rijkers et al., 2008). 
También se expresa en bazo y en los nódulos linfáticos (Simelyte et al., 2008). 
 
Inhibición de la activación de la microglía 
 
          Además de los mecanismos de activación, existen circuitos químicos y 
metabólicos de carácter autocrino y paracrino que inactivan los macrófagos      
(Figura 6). Las citocinas pueden inhibir la activación, la liberación de radicales libres 
y la expresión de antígenos del MCH clase II. El TGF-β también disminuye la 
producción de NO. In vivo se puede observar que la administración de TGF-β atenúa 
el daño cerebrovascular y el edema cerebral que se observa en la meningitis por 
neumococo. La IL-13 suprime el desarrollo de la Encefalomielitis autoinmune 
experimental (EAE). La IL-6 disminuye la dismielinización que se observa en la 

























  La apoptosis es un proceso de muerte celular programado que juega un papel 
importante en el desarrollo y en el crecimiento de tejidos normales (Gerscheson L. et 
al., 1992; Lodish H. et al., 2005; Broker et al., 2005; Burgués et al, 2005; Espino J. et al 2010). Ha 
sido definida como un mecanismo de muerte celular fisiológica  que se caracteriza 
básicamente por presentar alteraciones morfológicas y bioquímicas a nivel celular; 
ocurre durante la morfogénesis, la renovación  tisular y en la regulación del sistema 
inmunitario (Mark J. et al., 1993; Arango M, et  al., 1997; Broker et al., 2005;  Burgués et al., 
2005; Lodish H. et al., 2005; Espino J. et al 2010). Es considerada como un proceso activo 
que implica síntesis proteica, en el cual la célula sufre una condensación nuclear y 
citoplasmática. Sus características morfológicas revelan condensación de la 
cromatina nuclear, desintegración nucleolar, disminución del tamaño nuclear, 
compactación del citoplasma y de organelos (excepto mitocondrias y ribosomas), con 
alteraciones del citoesqueleto (Figura 7). Durante el proceso final ocurre 
fragmentación del ADN debido a una ruptura internucleosomal del ADN y se forma 
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son fagocitados sin evidencia de reacción inflamatoria. Esta fagocitosis está mediada 
por receptores y ligandos situados en la superficie de la célula fagocítica y la célula 
apoptóticas (Arango M. et al., 1997; Broker et al., 2005;  Burgués et al., 2005).  
 
Figura 7. Linfocitos en apoptosis con condensación de la cromatina (Burgués et al, 
2005). 
 
        Debido a que la apoptosis puede considerarse como un proceso de 
eliminación de células defectuosas, la desregulación de los genes que codifican las 
proteínas relacionadas con la apoptosis, puede ser la causa del desarrollo de 
diversos tumores (Zmasek et al. 2007). Existe una larga lista de compuestos que 
generan la inducción o inhibición de la apoptosis. Como inductores podemos 
encontrar activadores fisiológicos (falta de factores de crecimiento, calcio, proteínas 
proapoptóticas, glucocorticoides), agentes que dañan la célula (choques térmicos, 
radicales libres, proteínas supresoras de tumores), agentes terapéuticos 
anticancerígenos (drogas, radiaciones) y toxinas (etanol, péptido beta-amiloide). 
Como inhibidores se presentan los de tipo fisiológico (factores de crecimiento, 
hormonas, zinc), genes víricos (adenovirus, herpesvirus, virus Epstein-Barr, poxvirus) 
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Apoptosis y Necrosis 
 
          Dos formas de muerte celular son habituales en el organismo: necrosis y 
apoptosis. Las características morfológicas de ambas permiten, en la mayoría de los 
tejidos establecer claras diferencias. A diferencia de la apoptosis, la necrosis es una 
forma de muerte celular que resulta de un proceso pasivo, accidental que no requiere 
de síntesis proteica, y es causado por la pérdida de la homeostasia. Se caracteriza 
por daño mitocondrial, rotura de la membrana, lisis celular y liberación de su 
contenido al medio extracelular. Este daño está desencadenado por cambios 
ambientales como la isquemia, temperaturas extremas y traumatismos mecánicos 
(Broker et al., 2005). En la apoptosis el proceso afecta a determinadas células, no 
necesariamente contiguas, y no a todas en un área tisular. La membrana celular no 
se destruye, lo que impide el escape al espacio extracelular de su contenido, 
resultando un proceso “silencioso” sin inflamación. En el citoplasma se produce 
granulación fina, con conservación de algunos orgánulos, en especial las 
mitocondrias que tienen un rol interactivo importante. A nivel nuclear la cromatina se 
condensa. La membrana celular se recoge sobre las eminencias globuliformes que 
forman los elementos deteriorados del citoplasma y núcleo (Figura 8). Finalmente, 
los  fagocitos captan la célula en su totalidad impidiendo que se produzca alarma en 
el resto del tejido.  Se ha demostrado, al menos en tejidos epiteliales, que si algo de 
material apoptótico escapa a la acción de los fagocitos es captado por células 
vecinas. La participación de células vecinas en este proceso se manifiesta además 
por la capacidad de éstas de enviar señales moleculares a la célula que debe morir 
como mecanismo complementario al que desarrolla la célula misma cuando se 








  Figura 8. Marcadores del proceso de apoptosis y necrosis. La apoptosis incluye 
contracción de la célula, condensación de la cromatina y desplazamiento de la misma 
a la periferia nuclear con la formación de cuerpos apoptóticos, que contienen 
orgánulos, citosol y fragmentos nucleares, que son fagocitados sin desencadenar 
procesos de inflamación. Las células necróticas se hinchan, se hacen permeables y 




Fases  en la apoptosis 
 
 Fase efectora, adopción sin retorno del compromiso hacia la muerte. Se 
caracteriza por el aumento en el contenido de Ca++ intracelular, que origina la 
activación de ciertos grupos enzimáticos (endonucleasas y proteasas-
caspasas), junto con cambios en el citoesqueleto celular que producen 




  38 
  
 Fase degradativa, se degradan las proteínas y los ácidos nucleicos y hay 
cambios en la membrana celular. Los cuerpos apoptóticos son fagocitados por 
macrófagos impidiendo la salida del contenido celular al exterior y evitando 
inflamación. En esta fase las endonucleasas se encargan de fragmentar el 
ADN, las caspasas degradan las proteínas, se producen cambios marcados 
en el citoesqueleto, y se condensa la cromatina. 
 
 Fase de eliminación, los macrófagos fagocitan los cuerpos apoptóticos, 
atraídos por ligandos específicos de la fosfatidilserina, presentes en la 
superficie de las células apoptóticas (Cascales M., 2003). 
 
 
Apoptosis y ciclo celular 
 
         Dado que la apoptosis actúa como oponente a la mitosis, es muy importante su 
relación con el ciclo celular. El ciclo celular regula la división celular y es fundamental 
tanto para generar nuevas células en el desarrollo embrionario como para 
reemplazar las células dañadas en un órgano adulto. Se distinguen varias fases 
(Figura. 9) en la fase G0 o de reposo las células permanecen sin dividirse, pero 
conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar un tejido; en la fase G1 
(gap 1) de presíntesis, las células producen ARN y proteínas; en la fase S se replica 
el ADN; en la fase G2 (gap2) o de postsíntesis el núcleo se organiza para la división 
celular, que se produce en la fase M o de mitosis. El ciclo completo dura desde 12 
horas hasta meses o años. Mientras la mitosis tiene una duración constante de 1 










Figura 9. Ciclo celular y apoptosis. En el ciclo celular se distinguen varias fases: G0. 
Fase de reposo; G1. Fase de presíntesis; S. Fase de síntesis; G2. Fase de postsíntesis; 
M. Mitosis. En la apoptosis se produce la activación de las caspasas que inducen la 
condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN, la destrucción nuclear y 
citoplásmica y, por último, la fagocitosis por macrófagos (Burgués et  al.,  2005). 
 
 
          La maquinaria del ciclo celular son complejos proteicos formados por 
subunidades llamadas ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas (CDK), 
sintetizados por genes específicos. La síntesis de estos complejos es constante 
porque son altamente inestables, de ahí que el nivel de ellos varíe de acuerdo al 
momento evolutivo de la fase a que están asignados. Así, en el avance de la fase G1 
a la S actúa la ciclina D asociada a las kinasas ciclinodependiente 2, 4 y 6             
(cdk 2 4 6). En la segunda mitad del G1 aumenta la presencia de ciclina E con la 
Kinasa ciclinodependiente 2. En la fase de síntesis actúa la ciclina A con cdk 2 y en 
la fase G2, la ciclina B con cdk 2.  En la fase G1 se han podido determinar dos 
puntos importantes: G0 (en la mitad de la fase) donde el ciclo puede detenerse y la 
célula bloquea su crecimiento pero se mantiene metabólicamente activa y un punto 
de restricción (en unión de los 2/3 con 1/3 final de esta fase) en que se puede 
detener el ciclo para corregir defectos celulares (en especial su ADN), lo que si no se 
consigue induce el mecanismo de muerte celular. En la fase G2 también existen 
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célula no está capacitada para entrar en mitosis. De esta manera, durante el ciclo 
celular se determina cuándo la célula debe entrar en proceso de autodestrucción o 
continuar el ciclo y dividirse. Se ejerce así un balance entre mitosis y apoptosis, 
regulando la población celular de cada tejido (Burgués et al., 2005). 
 
Inducción de la apoptosis 
 
 
Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha 
célula deje de recibir señales de supervivencia y comience a recibir señales de 
muerte. Las señales estimuladoras de la supervivencia son necesarias para que las 
células se mantengan vivas. Estas señales han de ser continuas y proceden de otras 
células. Entre estas señales positivas están los factores del crecimiento y las 
hormonas. En ciertos tipos de células hematopoyéticas, el crecimiento y la 
supervivencia depende de la presencia continua de factores del crecimiento (CSF, 
factores estimuladores de colonias), y la eliminación de ellos conduce 
irremediablemente a la apoptosis en lugar de a la cesación del crecimiento. Las 
señales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas: elevados niveles 
de oxidantes en el interior de la célula; lesión del ADN por oxidantes, luz ultravioleta, 
radiaciones ionizantes, fármacos quimioterapéuticos, entre otros; moléculas que se 
unen a receptores específicos en la superficie de la célula y transmiten señales para 
iniciar el programa apoptótico. Entre estos activadores de muerte se encuentran el 
TNFα que se une al TNFR, el ligando Fas (FasL) que se une al receptor Fas, 
denominado también CD95 (Cascales M., 2003). 
 
             En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actúan varios agentes, 
de los cuales uno de los más importantes y mejor estudiados es el complejo de     
cisteinil-aspartato proteasa (caspasas) (Espino J. et al., 2010). Se han descrito 14 
caspasas en células humanas que provocan una degradación proteica bien definida 
hasta llegar a la formación de cuerpos apoptóticos.  Desde el punto de vista funcional 
se ha descrito que algunas caspasas intervienen como iniciadoras (caspasas 8, 9 10)  




  41 
  
endonucleasas que son las responsables directas de la fragmentación del ADN. La 
caspasa -8, fue identificado como el iniciador más importante de la vía Fas/CD95, y 
la caspasa-9, interactúa con muchos otros reguladores y transductores, como el 
citocromo c, en la vía intrínseca. En cuanto a la caspasa- 3 se ha considerado la más 
importante entre ellos, ejecuta el desmontaje final de la célula por la ruptura de una 
variedad de estructuras proteicas celular y generando rupturas de cadenas de ADN 
(Espino J. et al.,  2010). 
 
 Las caspasas iniciadoras se activan después de un estímulo apoptótico por 
autoproteolisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras se activan por las caspasas 
iniciadoras en una cascada amplificadora. La activación de las caspasas es una 
etapa crucial para la activación de la apoptosis cualquiera que sea el estímulo. Son 
las verdaderas ejecutoras de la apoptosis y presentan las características siguientes: 
 
a. Son cisteína proteasas específicas de aspartato porque tienen cisteína 
como grupo nucleofílico para la rotura del sustrato y tienen un 
requerimiento específico por el residuo aspartato (D) de sus sustratos 
que los rompen en los enlaces D-X. 
b. Son sintetizadas como procaspasas que adquieren su actividad por 
proteolisis. 
c. Efectúan la proteólisis en una serie específica de sustratos, proceso 
que es irreversible. 
d. Las caspasas y sus inhibidores siempre coexisten en las células 
normales, lo cual previene de una activación accidental que supondría 
una muerte innecesaria de células normales.  
 
Las procaspasas (30-50kD) contienen tres dominios: un predominio N- 
terminal, una subunidad grande (p20) y una subunidad pequeña (p10).   En base a la 
similitud de la secuencia entre los dominios de las subunidades, estas caspasas se 
dividen en tres grupos: El grupo inflamatorio que comprende a las caspasas -1, -4, -
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8, -9, -10, y el grupo efector o ejecutor de la apoptosis que incluye a las restantes 
(Cascales M., 2003). 
 
Las caspasas inflamatorias y las iniciadoras poseen prodominios largos, 
excepto para la 14 que no lo tiene o lo tiene muy corto. El prodominio largo contiene 
el dominio efector de muerte (DED) o el dominio de reclutamiento de las caspasas 
(CARD). DED y CARD se parecen al dominio de muerte (DD); y los tres pertenecen a 
la superfamilia de los dominios de muerte. Estos dominios median las interacciones 
proteína-proteína entre las procaspasas y sus adaptadores y juegan importantes 
papeles en la activación de las procaspasas. Por el contrario, los prodominios cortos 
de las caspasas ejecutoras no es probable que puedan mediar interacciones entre 
proteínas. 
 
Ha sido determinada la estructura tridimensional de las caspasas -1, -3, y –8: Se 
componen de dos heterodímeros (p10-p20) que se unen para formar un tetrámero 
dispuesto en dirección opuesta, con las dos subunidades pequeñas adyacentes 
rodeadas por las dos subunidades grandes (Cascales M., 2003). Cada heterodímero 
contiene un sitio activo al que contribuyen las dos subunidades con residuos 




Figura 10. Activación de procaspasas, contiene tres dominios: un prodominio, una 
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La capacidad proteolítica de las caspasas activas conduce a la degradación de 
una serie de proteínas y lleva consigo las misiones siguientes: 
 Cortar contactos con células vecinas. 
 Reorganizar el citoesqueleto. 
 Activar las endonucleasas (fragmentación del ADN). 
 Desmantelar las láminas nucleares (condensación). 
 Expresar señales de fagocitosis (fosfatidilserina) y 
 Activar proteínas específicas para preparar a la célula para el cese de las 
funciones metabólicas. 
 
En general, son dos las vías que conducen a la activación de las caspasas. Una 
es la mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular; y la otra 
es la mediada por estrés celular o por lesión en el ADN. Estas dos vías, también 
denominada extrínseca e intrínseca, respectivamente, pueden solaparse, aunque, la 




La cascada apoptótica puede ser iniciada por dos vías o rutas principales, una 
que implica la liberación del citocromo c desde la mitocondria (ruta intrínseca) y otra 
que se desencadena por activación de receptores de muerte en respuesta a un 
ligando (ruta extrínseca). Siguiendo a la activación por cualquier ruta, una familia 
especifica de cistein proteasas, las caspasas, es activada para ejecutar el destino de 
las células de un modo programado llevando a los típicos cambios morfológicos 




Los marcadores morfológicos que definen una célula apoptótica son el 
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son cistein proteasas que cortan a las proteínas en residuos conservados de ácido 
aspártico. Se han clasificado como iniciadoras (caspasa-2, -8 -9 y -10) y ejecutoras 
(caspasa-3, -6 y -7) (Figura 11). Estas moléculas existen en la célula como 
zimógenos con una actividad muy baja. Para su activación requieren, en la mayoría 
de las células, la permeabilización de la membrana mitocondrial externa (OMM, en 
sus siglas en ingles) (Martinou and Green, 2001; Zamzami and Kroemer, 2001). Dicho 
proceso libera una multitud de factores cuyo efecto combinado es la activación de las 
caspasas. El citocromo c actúa como cofactor e interactúa con APAF-1 (apoptotic 
protease activación factor 1) lo que conlleva a la activación de la caspasa 9. La 
activación de la caspasa 9 es facilitada por su asociación con APAF-1 que se une al 
citocromo c en una estructura denominada apoptosoma (Reddig and Juliano, 2005). 
 
Otros factores como el Smac/DIABLO (Second mitochondria derived activator 
of caspase/direct IAP binding protein with low pI), bloquean al IAP (inhibitor of 
apoptosis protein) cuya función es inhibir a las caspasas activadas. Esta 
permeabilización de la OMM inicia la cascada de caspasas y va a desembocar en la 
muerte celular. Los miembros de la familia de Bcl-2 previenen la apoptosis 
manteniendo la integridad de la membrana mitocondrial, evitando la formación de 
poros y desestructuración de la OMM. Dentro de esta familia se incluyen 3 grupos: 
 
• Las proteínas antiapoptoticas: Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1. 
               • Proteínas como Bax y Bak (Bouillet and Strasser, 2002; Chittenden et al., 1995) y Bok 
cuyo papel consiste en promover la apoptosis cuando son sobre expresadas. 
Aunque Bax puede ser regulado transcripcionalmente (por p53), tanto Bax como 
Bak son principalmente controlados post-translacionalmente. Bax y Bak existen 
en las células saludables en una forma latente e inactiva (Griffiths et al., 1999). La 
forma inactiva de Bak reside en la OMM mientras que Bax se encuentra en el 
citosol y se transloca a la mitocondria durante la apoptosis en respuesta a 
muchos estímulos apoptóticos, por ejemplo, células despegadas de la ECM 
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activación de Bax, que sufre un cambio conformacional y forma complejos 
oligoméricos. 
     • Proteínas tipo BH-3, que incluyen a Bid, Bad, Bim, Bik, Bmf, Noxa, Puma y Hrk. 
Es el grupo más grande y diverso de la maquinaria apoptótica. Actúan como 
censores vigilando las señales apoptóticas que las células producen. Estas 
proteínas interactúan con los otros tipos y unas promueven la actividad pro-
apoptótica mientras que otras la inhiben. Dos miembros de esta familia, Bim y 
Bmf detectan cambios en el citoesqueleto de actina (Puthalakath et al., 1999). 
Algunas de estas proteínas BH-3 son reguladas a nivel transcripcional. Por 
ejemplo, PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) y Noxa son regulados 
positivamente por una ruta dependiente de p53 (Nakano and Vousden, 2001; Shibue 
et al., 2003). Otras proteínas BH-3 son transcripcionalmente reguladas por 
factores de crecimiento, como Bid y otras post-translacionalmente. Bad es 
regulado por fosforilación, por parte de diferentes kinasas que lo fosforilan en 
distintos sitios (Harada et al., 1999; Zha et al., 1996). Algunas de las kinasas 
implicadas en su regulación son PKB, PKA (protein kinase A) y PAK-1(p21-
activated kinase), las cuales son componentes críticos de la señalización 




La vía extrínseca es iniciada por la unión de los ligandos de muerte 
extracelulares, como FasL (Fas Ligando) o TNF a sus receptores transmembrana 
denominados receptores de Fas y TNF respectivamente (Figura 11) (Chiarugi and 
Giannoni, 2008). Esto lleva a la formación del DISC (death-inducing signalling 
complex), cuya función es captar proteínas adaptadoras como FADD, las cuales 
sucesivamente van agregando varias moléculas de caspasa-8 promoviendo asi su 
activación y autoprocesamiento. La caspasa-8 procesa proteoliticamente y activa a 
las caspasas 3 y 7, provocando la activación del resto de caspasas que culminan en 




  46 
  
responden a los ligandos de muerte extracelulares se dividen en dos clases (Green, 
2000). 
  
• Células de tipo I: la caspasa 8 es suficiente para iniciar la cascada de efectores de           
caspasas que llevan a la muerte celular. 
 
• Células de tipo II: la caspasa 8 no puede comenzar ella sola la apoptosis, de hecho  
en estas células se entrecruza la vía intrínseca con la extrínseca ya que necesita 
una amplificación vía mitocondria y esto lo consigue con la ruptura de Bid. El 
complejo formado por los fragmentos de Bid activan la liberación de citocromo c y 
a Bax, que lo lleva a su oligomerización y por consiguiente a la permeabilización 
de la OMM (Eskes et al., 2000; Kuwana et al., 2002). Es interesante destacar que 
durante la anoikis (apoptosis que se produce en respuesta a la falta de adhesión o 
a una inadecuada unión a la matriz extracelular) de células epiteliales de 
mamífero, Bid es translocado a la mitocondria como proteína completa y su ruptura 
no es necesaria para la anoikis (Wang et al., 2003).  
 
Se ha demostrado que la activación del EGFR (epidermal growth factor  
receptor) y la posterior estimulación de la cascada de PI3K y Erk/MAPK son capaces 
de suprimir la actividad de factores apoptóticos. En células adherentes, EGFR 
reprime la expresión de Bim, a través de la ruta Erk/MAPK por fosforilación, y lleva a 
su degradación. La inhibición de Bim evita la destrucción de la mitocondria y la 
inducción de la muerte celular. La pérdida de la interacción de la integrina β1 con la 
matriz, en las células despegadas, reprimió la expresión de EGFR e incremento la 
expresión de Bim (Reginato et al., 2003; Shen and Kramer, 2004). Las señales de 
supervivencia, a través de la adhesión que suprimen la anoikis, presentan una forma 
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Figura 11. Esquema molecular general de la vía intrínseca y extrínseca de apoptosis 
Fuente: Cell Signaling. Technology 2009-10 Catalog & Technical Reference. 
 
 Se ha reportado que la vía intrínseca puede representar el principal objetivo de 
la melatonina (MLT) para antagonizar la apoptosis en los leucocitos humanos y  en 
otras líneas celulares tumorales y en modelos in vivo (Radogna et al, 2008; Espino J. et 
al., 2010). De hecho, ciertas evidencias indican que en la relación MLT- mitocondrias 
incluye las propiedades antiapoptóticas de la indolamina a través de la interacción 
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Mecanismo independiente de caspasas 
 
En los últimos años se ha visto que la evidente dicotomía de apoptosis versus 
necrosis era una simplificación de un proceso altamente sofisticado que protege a los 
organismos de las células indeseables y potencialmente nocivas. Existen muchas 
evidencias de que la muerte celular programada también puede ocurrir en ausencia 
de caspasas y otras proteasas no caspasas han sido descritas como capaces de 
ejecutar este proceso (Broker, Kruyt, and Giaccone, 2005). Además este proceso 
independiente se ha visto que no está restringido a modelos in vitro (Cauwels et al., 
2003; Perfettini and Kroemer, 2003). No sólo ocurre en circunstancias fisiológicas sino 
que puede ser inducida por ejemplo por TNF-α o fármacos. Existen varias formas de 
muerte celular programada que han sido denominadas como autofagia, paraptosis y 
catástrofe mitótica.  
 
La autofagia se caracteriza por la formación de vesículas autofágicas que 
engloban gran cantidad de citoplasma y organelos y su consiguiente degradación por 
el sistema lisosomal propio de la célula (Shintani and Klionsky, 2004). La función exacta 
de la muerte celular por autofagia en mamíferos no está completamente aclarada 
(Okada and Mak, 2004).  
 
La paraptosis está caracterizada por una formación de vacuolas 
citoplasmáticas que comienza con una progresiva turgencia de las mitocondrias y el 
retículo endoplasmático. Se ha descrito que esta mediada por protein-kinasas 
mediadas por mítogenos y puede ser desencadenada por el miembro de la familia 
del receptor de TNF, TAj/TROY (Wang et al., 2004) y por el insuline-like growth factor I 
receptor (Sperandio et al., 2004).  
 
La catástrofe mitótica es otra ruta de muerte celular que no es apoptosis 
típica. Se produce por un fallo mitótico causado por un defecto en el control del ciclo 
celular y el desarrollo de células aneuploides que son condenadas a morir. Este 
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de p53, pero se ha observado que va acompañada de permeabilización de la 
membrana mitocondrial y activación de caspasas. Aunque se ha intentado hacer una 
clasificación para su mejor entendimiento todas las rutas se solapan y comparten las 
rutas de señalización con lo cual es muy difícil establecer fronteras entre unas y 
otras. De hecho en una misma célula pueden aparecer marcadores de muerte tanto 
apoptóticos como necróticos simultáneamente, lo que indica que más de un 
programa de muerte celular puede estar activado al mismo tiempo. Aunque solo se 
hará efectivo el programa más rápido (Castedo et al., 2004).  
 
Una proteína mitocondrial que contribuye, potencialmente, tanto a la muerte 
celular dependiente como independiente de caspasas es la endonucleasa G. Es una 
proteína conservada evolutivamente y es capaz de inducir la fragmentación del ADN 
de forma independiente de las caspasas en núcleos aislados. Otra proteína con 
papel pivotante es el apoptosis inducing factor (AIF) que funciona normalmente como 
oxidoreductasa pero que se transforma en un destructor celular cuando es liberado al 
citosol. Los efectos letales de AIF son controlados por la proteína de shock térmico, 
proteína 70 (Ravagnan et al., 2001). 
 
La proteína lisosomal cathepsina D se ha observado que dispara la liberación 
de AIF en varias circunstancias. Además la presencia del inhibidor de caspasas z-
VAD-fmk no previene la translocación mitocondrial-nuclear de AIF ni sus efectos 
letales, indicando que esta proteína está implicada en la ruta independiente de 
caspasas (Broker, Kruyt, and Giaccone, 2005). En células MCF-7 se ha observado que 
ciertos componentes de la vitamina D son capaces de desencadenar la muerte 
celular ejecutada por proteínas denominadas calpainas en ausencia completa e 
independientemente de las caspasas. Esto indica que el retículo endoplasmático 
también puede intervenir en ciertos tipos de muerte celular independiente de 
caspasas (Mathiasen et al., 2002). La adhesión a la matriz extracelular a través de ciertas 
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Existe una proteína que inhibe la transcripción de Bcl-2 y se denomina Bit-1. 
Durante la anoikis, Bit1 se transloca desde la mitocondria al citoplasma e 
interacciona con AES, un miembro y regulador negativo de la familia de reguladores 
transcripcionales Groucho/TLE. Esta interacción inicia la muerte celular programada 
independiente de la activación de caspasas (Jan et al., 2004). 
 
Receptores de membrana celular que median la apoptosis y genes 
involucrados 
         Un avance importante para la investigación de la apoptosis se logró cuando se 
identificó un antígeno (Ag) de membrana celular capaz de inducir señales de 
apoptosis (Arango P., et al., 1997). Este receptor se denominó Fas o Apo-1, cluster de 
diferenciación (CD) 95, y es una proteína transmembrana tipo II glicosilada de 
aproximadamente 43 kD que se expresa constitutivamente en gran variedad de 
tejidos normales y líneas tumorales. El Fas/Apo-1 es miembro de la superfamilia del 
TNF, entre los que se encuentran los Receptores TNF tipo I y II, el receptor del factor 
de crecimiento neuronal (NGF), CD40 y CD27. El papel de la interacción Fas/Apo-1 y 
su ligando en cáncer no está bien establecido; sin embargo, su papel en la apoptosis 
sugiere su participación como supresores del tumor. La activación de estos 
receptores TNF promueve la activación de la proteína FADD, un inductor de la 
activación de la caspasa 8. Esta molécula llevará a la activación de otras caspasas 
dando lugar al inicio de la muerte celular (Figura 11). 
         El Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 genes) fue el primer protooncogen 
detectado y fue asociado con procesos malignos de las células B (Aouacheria, A. et al. 
2005). Durante la maduración de estas células puede ocurrir una traslocación 
cromosomal 14,18 en el gen Bcl-2; ello provoca aumento en la expresión de la 
proteína citoplasmática Bcl-2, que origina inhibición de la apoptosis en células B y da 
por resultado la supervivencia de la célula transformada. Está demostrado que la 
sobreexpresión del gen bcl-2 en linfomas inducidos experimentalmente, se asocia 
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apoptosis. Este gen facilita el aumento de la supervivencia de la célula transformada 
y de este modo aumenta la posibilidad de futuras aberraciones genéticas que pueden 
conducir a la progresión maligna. La expresión de este gen en algunos tipos de 
cáncer es un marcador de mal pronóstico. El gen bcl-2 forma parte de una familia de 
genes que intervienen en la regulación de la supervivencia de la célula. Los 
miembros de la familia Bcl-2 están integrados por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-X1, Bcl-Xs, 
Mcl-1. El destino de una célula de morir o sobrevivir está determinado por las 
diferencias en la expresión de estas proteínas, actuando algunas como promotoras y 
otras como inhibidoras de las señales de apoptosis (Arango M. et al., 1997; Boise LH. et  
al., 1995).      
 
Otros genes involucrados en la apoptosis 
           
            El gen p53 es un gen supresor de tumores, el cual actúa como uno de los 
principales inductores de la apoptosis. Ha sido llamado guardián del genoma por ser 
el encargado de bloquear la división celular cuando las células han sufrido daño en 
su material genético. Este bloqueo lo lleva a cabo deteniendo las células en la fase 
G1 del ciclo celular, con el objetivo de que se produzca la reparación del ADN antes 
de que se replique (Arango M. et al., 1997). Este gen mantiene la integridad del genoma  
dado que estimula la apoptosis en las células en las que el daño en el ADN ha sido 
sustancial. En diversos tipos celulares incluyendo los linfocitos, la sobre-expresión de 
p53 conduce directamente a la apoptosis. Los genes c-myc y nur-77 a pesar de estar 
asociados con la progresión del ciclo celular participan en la inducción de apoptosis 
en algunas células (Arango M. et al., 1997; Boise LH. et al., 1995).  
 
 
Activadores e inhibidores de la apoptosis 
 
 
Siendo la apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado, existen 
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(IAP, Hsp, Bcl-2 y BclXL). La apoptosis puede ser bloqueada por inhibidores de la 
síntesis de RNA y proteínas, lo que demuestra que, para su iniciación y progresión, 
son necesarias una serie de proteínas. El análisis genético del C. elegans, ha 
revelado la existencia de de una serie de genes y proteínas implicadas en el control 
de la apoptosis. 
 
La activación del apoptosoma se encuentra estrechamente controlada por 
proteínas de la familia Bcl-2 asociadas a la mitocondria, algunas de las cuales son 
apoptóticas y otras antiapoptóticas. Las células están protegidas frente a los factores 
antiapoptóticos de la familia Bcl-2 (relacionados con CED-9), los cuales limitan el 
reclutamiento de los componentes del apoptosoma. Son factores antiapoptóticos la 
proteína Hsp70 y las IAP. La Hsp70 secuestra Apaf-1 y con ello impide la formación 
del apoptosoma, y las IAP que bloquean la actividad de las propias caspasas. 
 
La inhibición de la apoptosis es importante en el mantenimiento de la 
homeostasis de los organismos superiores. Durante el ciclo de vida normal la 
proteína inhibidora IAP, tiene una amplia capacidad antiapoptótica por silenciar la 
actividad de las caspasas. IAP fue identificada como proteína vírica que inhibe la 
muerte celular. Se caracteriza por poseer uno o más dominios muy conservados de 
70 aminoácidos que contienen motivos de dedo de zinc, denominados repeticiones 
baculovíricas (BIR) esenciales para la actividad antiapoptótica. Existen unos cinco 
miembros de esta familia: CIAP1, cIAP2, XIAP, NAIP y survivina. Su acción es 
bloqueada por smac/diablo. El miembro prototipo de la familia Bcl-2 es un oncogén, 
identificado en leucemia humana de células B (B cell leukemia). Existen proteínas 
Bcl-2 proapoptóticas y antiapoptóticas, lo cual indica que miembros de la misma 
familia pueden actuar como oncogenes o como supresores de tumores. La familia 
Bcl-2 se divide en tres grupos según los dominios BH (Bcl-2 homology) que las 
integran: 
 
1. Antiapoptóticas y oncogénicas, las que comparten homología de secuencia en 
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2. Proapoptóticas, las que comparten la homología de los dominios B1, B2 y B3. 
Ejemplos Bax y Bak. 
3. Proapoptóticas, las que comparten la secuencia de homología solo en el 
dominio BH3. Ejemplos Bid, Bik y Bim. 
 
Se ha demostrado que el dominio BH4 se requiere para la actividad apoptótica y 
que el dominio BH3 es esencial y suficiente para la actividad proapoptótica y 





Figura 12. Las células están protegidas por los factores antiapoptóticos de la familia 
Bcl-2, los cuales limitan el reclutamiento de los componentes del apoptosoma, por la 
HSP70, que secuestra el dominio CARD de Apaf-1 y por IAP que actúa sobre las 
propias caspasas. La mitocondria inicia la cascada apoptótica liberando citocromo c, 
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caspasas. La señal apoptótica tiene que ser sostenida por la liberación de 
Smac/diablo. Smac/diablo es la segunda proteína mitocondrial activadora de la 
caspasa que se une directamente a IAP y antagoniza su función. Un tercer activador 
de la apoptosis de procedencia mitocondrial es AIF, se traslada al núcleo donde 
interviene en la condensación de la cromatina (Cascales M., 2003). 
           
 
Papel de la apoptosis en el sistema inmunitario 
 
          La muerte celular programada es muy importante para el desarrollo y 
funcionamiento del sistema inmunitario, debido a que interviene en los eventos de 
formación del repertorio de células T y B, en los mecanismos de tolerancia central y 
periférica, en la eliminación de células autorreactivas, en el establecimiento de la 
memoria inmunológica  y en los mecanismos citolítico de células asesinas naturales 
y linfocitos T citotóxicos. Es conocido que el 95% de los timocitos son eliminados en 
el timo por mecanismos de apoptosis, proceso denominado selección negativa 
(delección clonal), el cual elimina la existencia de clones T autorreactivos. También 
en la médula ósea existe un proceso similar de deleción de clones B, autorreactivos 
en el estadio B inmaduro por entrecruzamiento de las inmunoglobulina de superficie 
en ausencia de señales coestimulatorias. No obstante, la apoptosis no se restringe a 
las células inmaduras. También los linfocitos T maduros, bajo ciertas condiciones, 
pueden sufrir apoptosis, lo que corrobora su papel inmunorregulador. Entre los 
factores que pueden inducir apoptosis en células inmaduras están los 
glucocorticoides y las radiaciones gamma, la estimulación del complejo TCR/CD3 por 
anticuerpos monoclonales, Ags nominales y superantígenos y la estimulación de los 
receptores CD2, Fas/Apo-1 y TNF (Arango M. et al., 1997; Lossi y Merighi, 2003; Bernhardi 
R., 2004).  
 
Funciones de la apoptosis 
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La apoptosis ocurre cuando una célula se encuentre  dañada y no tiene posibilidades 
de ser reparada, o cuando ha sido infectada por un virus. La decisión de iniciar la 
apoptosis puede provenir de la célula misma, del tejido circundante o de una 
reacción proveniente del sistema inmunitario. Cuando la capacidad de una célula 
para realizar la apoptosis se encuentra dañada (por ejemplo, debido a una mutación), 
o si el inicio de la apoptosis ha sido bloqueado (por un virus), la célula dañada puede 
continuar dividiéndose sin mayor restricción, resultando en un tumor que puede ser 
de carácter canceroso. Por ejemplo, como parte del “secuestro” del sistema genético 
de la célula llevado a cabo por los virus del papiloma humano (VPH), un gen 
denominado E6 se expresa originando un producto que degrada la proteína P53, vital 
para la ruta apoptótica. 
 
 Homeostasis 
En un organismo adulto, la cantidad de células que componen un órgano o tejido 
debe permanecer constante, dentro de ciertos límites. Las células de la sangre y de  
la piel, por ejemplo, son constantemente renovadas por sus respectivas células 
progenitoras. Por lo tanto, esta proliferación de nuevas células tiene que ser 
compensada por la muerte de otras células. A este proceso se le conoce como 
hemostasis, aunque algunos autores e investigadores han sugerido homeocinesis 
como un término más preciso y elocuente. La homeostasis se logra cuando la 
relación entre la mitosis y la muerte celular se encuentra en equilibrio. Si este 
equilibrio se rompe, pueden ocurrir dos cosas: Las células se dividen más rápido de 
lo que mueren, desarrollando un tumor o las células se dividen más lentamente de lo 
que mueren, produciéndose un grave trastorno de pérdida celular. Ambos estados 
pueden ser fatales o potencialmente dañinos. 
 
 Regulación del sistema inmunitario 
Ciertas células del sistema inmunitario, los linfocitos B y linfocitos T, son sofisticados 
agentes de la respuesta defensiva del organismo frente a infecciones así como 
células propias que hayan adquirido o desarrollado algún tipo de malignidad. Para 
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propio de lo extraño y lo sano de lo enfermo, gracias a la especialidad de sus 
receptores. De hecho, los linfocitos T citotóxicos pueden ser activados por 
fragmentos de proteínas expresadas inapropiadamente (derivadas, por ejemplo, de 
una mutación maligna) o por antígenos extraños producidos como consecuencias de 
una infección intracelular. Después de activarse tienen la capacidad de migrar, 
proliferar y reconocer las células afectadas, induciendo una respuesta de muerte 
celular programada. 
 
Apoptosis y enfermedad 
 
Diversas enfermedades están asociadas con la inapropiada regulación de la 
apoptosis (Tabla I). Estas enfermedades pueden dividirse en dos grandes grupos: el 
que presenta aumento de la supervivencia celular (asociado con la inhibición de la 
apoptosis) y otro en el que hay un exceso de muerte celular (sobreactivación de la 
apoptosis). Las enfermedades en las que hay un aumento excesivo de células, 
incluyen al cáncer, infecciones virales y las enfermedades autoinmunes que permiten 
la persistencia de células B y T autorreactivas.  El síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida (sida) y los trastornos neurodegenerativos como Alzheimer son ejemplos 
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Tabla I. Enfermedades asociadas con la inducción e inhibición de la apoptosis 
 
Inhibición de la apoptosis                                                Incremento de la apoptosis 
 
Cáncer                                                                                         Enfermedades neurodegenerativas: 
Colorrectal                                                                                    Alzheimer 
Glioma                                                                                          Parkinson 
Linfoma folicular                                                                           Esclerosis lateral amiotrófica 
Carcinomas con mutaciones de p53                                            Rinitis pigmentosa 
                                                                                                      Epilepsia 
 
Tumores dependientes de hormonas:                                     Sistema hematopoyético: 
Cáncer de mama                                                                          Anemia aplásica 
Cáncer de próstata                                                                       Linfocitopenia T CD4+ 
Cáncer de ovario                                                                          Deficiencia de G6PD (monocitos) 
 
Enfermedades autoinmunes:                                                    Daño a órganos: 
Lupus eritematoso sistémico                                                        Diabetes mellitus tipo 1 
Miastenia gravis                                                                            Pancreatitis alcohólica 
                                                                                                      Daño isquémico (miocardio, retina,                                                                          
                                                                                                      Cerebro, riñón) 
 







Apoptosis e infecciones virales 
  
 La apoptosis como resultado de las infecciones virales considera, al menos en 
parte, responsable de las patologías asociadas con este tipo de infecciones. Por lo 
general, los virus poseen mecanismos para bloquear la apoptosis prematura de las 
células infectadas, propiciando establecer y mantener la infección, o bien prolongar la 
vida de las células infectadas líticamente, de modo que se asegure la máxima 
replicación viral. Por ejemplo, el establecimiento de una infección efectiva por 
adenovirus depende de la función de la proteína E1B19K, un homólogo viral de la 
proteína antiapoptótica Bcl-2 (Young SL et al., 1997; Fadeel B. et al., 1999; Ortega et al., 
2001).  Además, estas estrategias virales antiapoptóticas pueden también contribuir a 
la patogénesis de la infección viral y en situaciones extremas, promover la capacidad 
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 Los individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) 
presentan una disminución de las células T cooperadoras CD4+ y una destrucción del 
sistema inmunitario que conduce al desarrollo del sida (Finkel et al., 1998; Ortega et al., 
2001).  Los estados tempranos de la enfermedad están caracterizados por una severa 
desregulación del sistema inmunitario, que afecta el número y la funcionalidad de las 
células T CD4+ y CD8+. Originalmente se creyó que los efectos citolíticos del virus 
eran los responsables de  la pérdida de las células T. Sin embargo, este hecho no 
afecta la disminución de otros tipos celulares en los individuos infectados con sida. 
Se ha observado que estos pacientes presentan un aumento en los niveles séricos 
de las citocinas que promueven la muerte celular apoptótica como TNF-α, IFN-γ e IL- 
10, y una disminución de la interleucina 12 que previene la muerte, lo que pudiera 
promover la susceptibilidad de las células T a la apoptosis. Además de que TNFα e 
IFNγ favorecen la expresión de Fas y de su ligando en las células T CD4+ y CD8+, 
esto apoya la idea de la participación del sistema Fas/FasL en la depleción de los 
linfocitos T CD4+ en el sida. Por otro lado, los individuos infectados con el virus del 
sida presentan niveles bajos de glutatión reducido y de la enzima superóxido 
dismutasa dependiente de manganeso lo que conduce a estrés oxidativo, por la 
acumulación de especies reactivas de oxígeno. El estrés oxidativo aumenta la 
expresión del ligando de Fas y por lo tanto la tasa de apoptosis (Finkel et al., 1998;  
Orrenius et al., 1995; Ortega et al., 2001). 
 
 Durante el desarrollo neuronal temprano normalmente ocurre la apoptosis con  
la posibilidad de ser iniciada nuevamente durante el envejecimiento por diversos 
estímulos, al promover la exclusión de un número significativo de neuronas (Gorman 
et al., 1998;  Tapia et al., 1998; Ortega et al., 2001). En condiciones fisiológicas, la 
supervivencia neuronal y la apoptosis son controladas principalmente por dos tipos 
de receptores de superficie celular que responden a señales extracelulares, las 
moléculas Tkr (familia de receptores de tirosinas cinasas) y p75 (receptor de 
neurotrofinas), ambos comprometidos en la supervivencia neuronal, diferenciación e 
implicados en la apoptosis neuronal respectivamente. Estos estímulos son 
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grupos de genes, los proapoptóticos que codifican para el grupo de proteínas de las 
caspasas y los antiapoptóticos como Bcl2 y Bcl-xL (Fadeel B. et al., 1999; Strasser et al., 
1996; Ortega et al., 2001). Un ejemplo de las alteraciones neurodegenerativas es la 
enfermedad de Alzheimer, que se presenta en individuos mayores de 65 años con 
una incidencia de 12%, este porcentaje se incrementa hasta 45% en personas de 85 
años. La enfermedad se caracteriza por pérdida de la memoria y alteraciones de la 
personalidad. El menoscabo de las funciones cerebrales estriba en la interrupción de 
las sinapsis y en la ausencia de las neuronas que realizan las sinapsis (Tapia et al., 
1998; Cotman et al., 1998; Ortega et al., 2001).  
 
Las últimas investigaciones sugieren que la pérdida neuronal en la 
enfermedad de Alzheimer, al menos en parte, es causada por mecanismos 
apoptóticos. Se ha propuesto que los estímulos apoptóticos iniciales dañan o 
destruyen los procesos neurales (neuritis) por iniciación local de la muerte. Dichos 
eventos desconectan los circuitos neurales y colocan a las neuronas en riesgo 
apoptótico, ocasionado por la pérdida de factores tróficos, y a otros procesos que 
contribuyen al mantenimiento de las funciones neuronales. La acumulación del 
péptido β-amiloide ha sido involucrada como factor causal de la neurodegeneración 
en la enfermedad de Alzheimer (Hetts, 1998; Ortega et al., 2001).  Se ha demostrado que 
el péptido β-amiloide induce apoptosis neuronal en cultivo y que puede ser un 
sustrato para las caspasas (Donohower et al., 1992; Ortega  et al., 2001).  Además los 
depósitos insolubles del péptido β-amiloide inducen estrés oxidativo (principalmente 
lipoperoxidación), alteraciones de las funciones mitocondriales, lo que modifica el 
metabolismo energético y la homeostasis iónica (calcio) al alterar el funcionamiento 
de la ATPasa y de los transportadores de glucosa y glutamato; aumentando la 
susceptibilidad de las neuronas a la muerte por apoptosis (Strasser  et al., 1996; Cotman 
et al., 1998; Ortega et al., 2001).   
 
Por otro lado, se sabe que las proteínas p53 y p2l promotoras de apoptosis 
inhiben la producción de la proteína presenilina I (PSI), sugiriendo que las 
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también un sustrato para las caspasas, lo que conduce a la pérdida de sus 
propiedades antiapoptóticas (Cotman et al., 1998; Ortega et al., 2001). Probablemente, el 
péptido β-amiloide es el agente causal de la enfermedad de Alzheimer, donde las 
mutaciones de las presenilinas junto con la activación de las caspasas neuronales 
actúan para incrementar los niveles patológicos de este péptido, lo que quizá propicie 
un incremento en el grado de destrucción apoptótica de las neuronas (Gorman et al., 
1998; Fadeel et al., 1999; Cotman et al., 1998; Ortega et al., 2001). 
 
          Cabe destacar que  estudios in vitro e in vivo destacan que la apoptosis es una 
de las consecuencias más importantes de la infección por virus dengue (DENV) y es 
considerado como una característica importante de la patogénesis viral (Marianneau et 
al., 1998; Viera et al., 2005). Así mismo, demostraron que la replicación del virus dengue 
induce apoptosis en neuronas de ratones y hepatocitos humanos y que la habilidad 
de activar esta vía depende tanto de determinantes virales como celulares. De 
hecho, las células citotóxicas activadas durante la respuesta inmunitaria antiviral y la 
activación de células fagocíticas asociadas con la producción de citocinas pueden 
causar daño tisular local o desbalances transitorios en la homeostasis. Además, la 
apoptosis inducida por el DENV puede ser considerada como una característica 
importante de la patogénesis viral (Marianneau et al., 1998; Viera et al., 2005). 
 
          Espina et al., (2003), observaron apoptosis incrementadas con concentraciones 
elevadas de TNF-α, por lo que esta citocina pudiera estar involucrada de forma 
autocrina o paracrina en la inducción de apoptosis, y este evento puede ser 
considerado como una característica importante en la patogénesis viral. 
 
 Paternóster et al., (2009), indican que la MLT ejerce un efecto complejo sobre la 
apoptosis celular. El modelo actual implica una actividad pro-apoptótica en células 
tumorales y anti-apoptótica en células normales. La base para esta selectividad se 
presume ser la habilidad de la MLT para estimular la producción de especies de 
oxigeno reactivo (ROS) en células tumorales. Evaluaron el efecto de la MLT en tres 
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(BLA1), y el descendiente del virus Epstein-Barr (EBV) convertido en E2r.  
Demostraron que la MLT protege BLA1 de apoptosis en la misma manera como los 
linfocitos normales, mientras que E2r no son afectados. Estos resultados muestran 
que la producción de ROS no está limitada para los linfocitos tumorales ni para la 
promoción de apoptosis; la MLT no promociona apoptosis en linfocitos tumorales, 
pero  EBV inhibe los efectos anti- apoptótiicos de la MLT y éste efecto no depende  
en las bien reconocidas propiedades químicas antioxidantes de la MLT. 
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La Encefalitis Equina Venezolana (EEV) es una enfermedad que afecta a 
équidos y humanos provocando una marcada morbimortalidad.  Es causada por un 
virus del género  Alfavirus  que solo se encuentra en la región de las Américas. Este 
virus se transmite a los humanos por la picadura de un mosquito infectado y 
ocasionalmente puede causar epizootias y epidemias, representando en Venezuela 
un problema relevante de salud pública. Además, en el sistema productivo, la EEV 
ha generado cuantiosos daños económicos  por la inducción de muerte o sacrificio 
de animales de la cabaña equina.  
 
La infección por el virus de EEV genera una respuesta inflamatoria sistémica y 
por su tropismo y afectación del sistema nervioso central (SNC) puede ocasionar  
daños con secuelas muchas veces irreversibles. Los mecanismos patogénicos se 
han asociado con su acción citopática directa sobre las células del SNC e indirecta a 
través de la inducción de una respuesta inmunitaria inflamatoria. A su vez, la 
adecuada funcionalidad del sistema inmunitario es capaz de evitar la progresión de la 
infección  y proteger de la lesión neurológica. En los individuos que sobreviven, el 
sistema inmunitario es capaz de  controlar la infección con inducción de un daño 
inflamatorio de intensidad variable.  
 
          Debido a la relevancia que el sistema inmunitario tiene en la patogénesis de la 
infección por el virus de EEV, es posible que aquellas moléculas que modulan su 
actividad  reguladora y/o efectora pudieran poseer acciones terapéuticas. La función 
del sistema inmunitario está regulada por diferentes mecanismos entre los que se 
incluyen los de origen neuroendocrino. La  melatonina (MLT), es una hormona que 
posee un efecto regulador  directo  sobre diversas poblaciones linfocitarias, células 
presentadoras de antígeno, y sobre la respuesta inmunitaria inflamatoria  como la 
producida por algunos arbovirus tales como los virus Semliki Forrest y West Nile. Sin 
embargo, a pesar de las relevantes propiedades atribuidas a la MLT, no se ha 
dilucidado si el mecanismo de acción en estas infecciones virales, es por un efecto 
directo sobre el virus o si, por el contrario, su acción es indirecta, mediada por la 
Hipótesis Y Objetivos 
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estimulación de células inmunocompetentes, posiblemente con participación de los 
receptores de MLT que presentan estas células.  
 
          Por otro lado, se considera como una característica importante de la 
patogénesis viral, la inducción de muerte celular programada o apoptosis. Este 
fenómeno es de especial relevancia en la inducción de patología neurológica. En 
base a estos antecedentes, se plantea investigar el posible efecto terapéutico  de la 
MLT sobre la apoptosis y activación de la microglia en la infección por el virus de 
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OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar el efecto de la MLT sobre la apoptosis y  activación de la microglia en 
modelos experimentales de la infección por el virus de Encefalitis Equina 




1. Determinar la tasa de sobrevida en ratones infectados por el virus de EEV,   
sometidos a diferentes esquemas de carácter preventivo y de tratamiento precoz 
o tardío con MLT. 
2.  Examinar la activación de  la microglia en el tejido cerebral de ratones infectados 
por el virus de EEV y tratados  o no con MLT a diferentes estadios post- infección. 
3. Determinar la inducción de apoptosis en células de neuroblastoma y en cerebros 
de ratones  infectados por el virus EEV y tratados o no con MLT en diferentes 
estadios post- infección. 
4. Establecer un posible mecanismo de acción terapéutico de la MLT en la infección 
por el virus EEV. 




























     III. MATERIALES Y MÉTODOS
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Virus 
 
El stock de virus de Encefalitis Equina Venezolana (EEV) utilizado para los 
experimentos in vivo fue preparado en cultivo de células Vero (riñón de mono verde 
africano) el cual contenía 6,8 x 107 unidades formadoras de placa por ml (UFP/ml). 
Los animales fueron inoculados intraperitonealmente (i.p.) con 0,05 ml conteniendo 
10 DL50 de la cepa Guajira del virus de EEV (Bonilla et al., 1997), diluida en solución 
borato-salina con albúmina bovina al 0,4% estéril (BABS) (Hammon et al., 1969). La 
DL50, que se inyectó a los ratones, se calculó por el método de Reed-Muench (1938). 
 
Para los ensayos in vitro, se utilizaron las células de neuroblastoma múrido (Na2) las 
cuales se infectaron con el virus de EEV a una concentración de 1x10-6 UFP/ml a un 
MOI (multiplicity of infection) de 1 en un volumen final de 300 µl por 2, 4 y 6 horas, 
las cuales fueron cultivadas en platos de cultivo de 24 pozos con Medio Mínimo 
Esencial de Eagle (MEM) (SIGMA-ALDRICH® St. Louis, USA) suplementado con 1% 
de antibiótico-antimicótico, 10% de suero fetal bovino, en atmósfera de 5% de CO2 y  




Se utilizó MLT (Research Biochemical Internacional, MA, USA) diluida en solución 
salina fosfatada (PBS) estéril, a una dosis de  250 y 500 g por kilogramo de peso 
( g/Kg.) para el tratamiento in vivo de los animales, inoculada por vía subcutánea en  
volumen de 0,25 ml (Bonilla et al., 1997). Estas dosis se usaron para determinar la 
dosis óptima de sobrevida. Los animales se inyectaron dos horas antes de oscurecer 
comenzando desde los 3 días previos y durante los 10 días posteriores después de 
la inoculación viral (Ben-Nathan  et al., 1995).  La MLT fue inyectada en ese tiempo para 
asemejar su biosíntesis pineal, ya que su síntesis y secreción sigue un ritmo 
circadiano y ocurre durante la activación nocturna de los receptores pineales β-
adrenérgicos y cuya función principal es actuar como transductor de la influencia del 
ciclo luz-oscuridad sobre la fisiología del cuerpo (Maestroni et  al., 1986). 
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Posterior al ensayo de sobrevida se utilizó la concentración de 500 g/Kg de MLT 
para todos los ensayos in vivo (Bonilla et al., 1997). 
 
Para los ensayos in vitro con células Na2 se utilizaron dosis de MLT de 0,025; 0,1;  
0,25; 0,5; 1,0 y 1,8 mM (Noda et al., 1999). Posterior a los resultados obtenidos con los  
ensayos de Óxido Nítrico (NO) y Malondialdehído (MDA) se utilizaron las 
concentraciones de 0,1mM;  0,5mM y 1,0mM   de MLT para los ensayos  in vitro 
subsiguientes con células Na2  (Valero et al., 2006). 
 
SISTEMA IN VIVO 
Animales 
Se utilizaron ratones machos NMRI albinos obtenidos del Instituto Venezolano de 
Investigaciones Científicas (IVIC), con un rango de peso de 25 a 30 gramos, 
alimentados “ad libitum” con Ratarina® (Purina, Venezuela) y agua filtrada,  
mantenidos en ambiente de temperatura de 24 0C bajo ciclos de 12 horas luz/ 
oscuridad. Los animales fueron agrupados en número de 15-20 por jaula y 
distribuidos en los siguientes grupos experimentales: a) controles, tratados con 
solución salina fosfatada (PBS) estéril y sometidos a las mismas condiciones, b) 
tratados con 250 y 500 g de MLT/Kg. de peso corporal, c) infectados con el virus de 
EEV y d) infectados y tratados con 250 y 500 g de MLT/Kg.    
 
ENSAYOS IN VIVO    
 
Para los ensayos de sobrevida los ratones se inocularon por vía sub- cutánea con 
0,25 ml de las dosis señaladas de MLT con administración diaria, según los 
siguientes esquemas de tratamientos: Preventivo y Precoz: desde los 3 días previos 
y durante los 10 días posteriores después de la inoculación viral. Tratamiento 
Precoz: infectados e inmediatamente después tratados con la MLT durante los 10 
días siguientes. Tratamiento Tardío: infectados con el virus y tratados con MLT 24 
horas después de la infección viral de forma diaria hasta los 10 días. La MLT fue  
inyectada dos horas antes de oscurecer (entre 5:00 y 6:00 pm) (Ben-Nathan  et al., 
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1995). El grupo control estuvo formado por ratones infectados y sin tratamiento con 
MLT, sometidos a las mismas condiciones.  
 
 
Recolección de muestras 
 
Los animales se sacrificaron a diferentes periodos de post infección (p.i.) en número 
de cinco por cada grupo experimental por ensayo. La recolección de sangre 
completa se hizo del seno orbital (ángulo interno del ojo) en tubos sin anticoagulante 
para la obtención del suero, y posterior determinación de anticuerpos IgM anti EEV. 
Inmediatamente a la recolección de sangre se extrajo el cerebro de los animales de 
cada grupo, previa perfusión con solución salina por vía intracardiaca. A los cerebros 
se les determinó  activación de la microglia y apoptosis.  
 
Determinación de anticuerpos IgM anti - EEV  
 
En los ratones sobrevivientes infectados con el virus y que recibieron cada uno de los 
tratamientos, se determinó la producción de anticuerpos específicos contra el virus 
de EEV (IgM); para esto se utilizó la técnica de ELISA de fase sólida descrita por 
Rosato et al. (1988), la cual consiste en sensibilizar la placa de 96 pozos con un 
anticuerpo anti IgM de ratón (específico anticadena µ) (SIGMA Chemical Co, Mo, 
USA). Después de un paso de bloqueo, las placas fueron lavadas cinco veces; luego 
se añadieron las muestras de suero diluidas con PBS desde 1:20 hasta 1: 10240. Se 
incubaron a temperatura ambiente por dos horas, después de las cuales se añadió el 
antígeno viral (TC-83-EEV). Se incubó por una hora  a 37ºC y se añadió un 
anticuerpo (anti IgG de ratón) marcado con la enzima peroxidasa, que al reaccionar 
sobre el sustrato ABTS (2,2´azino diethylbenzthiazoline sulfato), produjo una 
reacción colorimétrica que fue detenida con NaOH 3M y leída en un 
espectrofotómetro automático de placas a 405 nm (Microlector de ELISA Microwell 
System Reader 530 Organon Teknika Co.). En cada ensayo se incluyeron sueros 
controles positivos y negativos. 
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Determinación de la activación de la microglía. 
 
Selección del tejido y cortes 
 
Se estudiaron los cerebros de los ratones de los diferentes grupos ensayados. Se 
colocó una muestra de tejido en formalina durante 4 horas y se almacenó a 4ºC; 
transcurrido el tiempo se lavó con PBS, a pH 7.4.  Luego los tejidos se incluyeron en 
parafina; seguidamente, se realizaron cortes o rebanadas de 4 m de grosor, 
utilizando un  micrótomo (Marca: SHANDON, Modelo: HM505N)  cuidando la 
integridad del tejido. Después fueron tomados los cortes con un pincel fino, y 
colocados en láminas porta objeto con previa identificación y por triplicado. 
Finalmente se siguió con el protocolo para cortes parafinados y anticuerpos (Quiroz  et 
al., 2008).  
  
Determinación del  CD-200 
 
Para la identificación de las células activadas de la microglía en los cortes de 
cerebros de  ratones, se utilizó el método de inmunohistoquímica indirecta. Para ello, 
se utilizó el anticuerpo monoclonal hecho en rata anti CD-200 de ratón (SEROTEC 
Inc., NC, USA), a una dilución de 1:200 en PBS a pH 7.4, durante toda la noche a 
temperatura ambiente y en cámara húmeda. Luego se realizó un lavado con PBS y 
se agregó un segundo anticuerpo hecho en conejo F (ab´)2 anti IgG de rata marcado 
con peroxidasa (SEROTEC Inc., NC, USA), a una dilución 1:200 por una hora a 
temperatura ambiente, en cámara húmeda. Como control se utilizó un  anticuerpo 
monoclonal de rata, contra un antígeno humano con igual isotipo. Las células de la 
microglía activadas mostraron una coloración marrón al ser observadas bajo un 
microscopio de luz (Modelo 872E, Carl Zeiss) el cual tiene incorporado un sistema de 
cámara fotográfica digital. Los resultados fueron expresados como células CD200 
positivas por mm2, en muestras por triplicado del 1ero, 3ero y 5to día p.i., con un total de 
tres ensayos realizados. 
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Método de detección de apoptosis por la técnica de TUNEL. 
 
En los cortes de cerebros de  ratones y en las células provenientes de Na2 se 
detectaron  las células apoptóticas. Para ello se utilizó el kit de detección de 
apoptosis Apop Tag ® Peroxidasa In Situ  de la casa comercial Chemicon 
Internacional (USA & Canadá) siguiendo las instrucciones del fabricante, el principio    
consiste en la modificación de fragmentos de ADN utilizando la deoxynucleotidil 
terminal transferasa (TdT) en los extremos 3´OH del ADN para el marcaje de células 
apoptóticas. Los núcleos apoptóticos positivos mostraron una coloración marrón al 
ser observado bajo un microscopio de luz (Modelo 872E, Carl Zeiss) el cual tiene 
incorporado un sistema de cámara fotográfica digital. Los resultados in vivo fueron 
expresados como células TUNEL positivas por mm2 en muestras por triplicado del 
1ero, 3ero y 5to día p.i. con un total de tres ensayos  realizados y los in vitro se 
expresaron como porcentaje (%) de células TUNEL positivas/total de 100 células a 
las 2, 4 y 6 horas p.i.  
 
 
SISTEMAS IN VITRO 
 
Cultivo de células de neuroblastoma múrido (Na2) 
 
Se utilizaron células Na2 obtenidos del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” 
(Caracas-Venezuela), a una concentración de 1x106 células x ml de suspensión 
celular, las cuales fueron cultivadas en platos de cultivo de 24 pozos a razón de 300 
µl/pozo estimando una población celular de 3x105 células/pozo, con Medio Mínimo 
Esencial de Eagle (MEM) (SIGMA-ALDRICH® St. Louis, USA) suplementado con 1% 
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ENSAYOS IN VITRO 
 
En cada uno de los pozos de la placa  que contenían las monocapas formadas por 
células Na2, se colocó el virus de EEV y la MLT a las concentraciones previstas, 
según el esquema de trabajo establecido para un total de tres ensayos por esquema 
de tratamiento durante 2, 4 y 6 horas post-infección (Valero et al., 2006). A las células 
control no se les colocó virus ni MLT y fueron sometidas a las mismas condiciones 
del ensayo. A los cultivos se les determinó apoptosis según esquemas de 
tratamientos: Preventivo y Precoz,  Precoz y Tardío. 
 
Cuantificación de Óxido Nítrico (NO) 
 
La formación de NO se determinó a partir de la detección de nitratos/nitritos en 
sobrenadante de cultivos de células de Na2 a las 6,12, 24 y 48 horas de post- 
infección con un total de tres ensayos realizados, utilizando el kit de análisis de óxido 
nítrico QuantichromTM de la casa comercial Bioassay Systems (Haywars, USA). La 
determinación se realizó mediante un ensayo de diazotización, basado en la reacción 
de Griess. La prueba se fundamenta en que los nitritos y el ácido sulfanílico 
interactúan con N-(1-naftil)-etilendiamina, generando un producto que es fácilmente 
monitoreado por espectrofotometría a 550nm (Wu et al., 2001). Los valores fueron 
expresados en µM/L (Lahiri, et al., 1999; Noda, et al., 1999). 
 
Determinación de Malondialdehído (MDA) 
 
La determinación de MDA se llevó a cabo por el método colorimétrico del ácido 
tiobarbitúrico (TBA) que comprende inicialmente una etapa de precipitación proteica, 
en la cual se incorpora inicialmente el ácido tiobarbitúrico que produce una reacción 
directa con la fracción de  MDA presente en la muestra; luego se agrega una mezcla 
de butanol-piridina que separa la muestra en tres fases: una proteica, una lipídica y 
una acuosa. La coloración desarrollada en la reacción es directamente proporcional 
a la concentración de MDA, la cual es medida contra un blanco reactivo a 532 nm. 
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Los datos obtenidos se interpretaron en una curva estandarizada para el cálculo de 





Los datos obtenidos se representan como promedios ± desviación estándar (DE) y 
se analizaron mediante Ji cuadrado, curvas de sobrevida y análisis de varianza 
(ANOVA) seguido por el test de comparaciones múltiples de Bonferroni, según el 
caso. El criterio para la significancia estadística fue de p<0,05. Para todos los análisis 
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Evaluación del efecto protector in vivo de diferentes dosis de MLT en la 
infección por EEV 
 
Para establecer las dosis optimas de MLT como agente terapéutico en EEV se 
analizó el efecto de la administración preventiva durante 3 días antes de la 
inoculación viral  y durante los 10 días siguientes.  Al día 6 después de la inoculación 
viral la tasa de mortalidad del grupo de ratones infectados no tratados fue del 100%             
(10 DL50 /ratón) en relación a la mortalidad observada en los ratones tratados con 
250 y 500 µg de MLT /Kg. de peso que fue de 45 y 40% respectivamente. Además, el 
tratamiento con MLT retrasó el inicio de la enfermedad y prolongó el tiempo de 
muerte en los ratones tratados  (6 días vs. 8 días) (Tabla 2). 
 
 
TABLA 2.- EFECTO DE LA MLT  SOBRE LA TASA DE SOBREVIDA DE 
RATONES DESPUÉS DE SER INOCULADOS CON EL VIRUS DE EEV 
 
 
La MLT fue inyectada vía subcutánea diariamente entre 5-6 p.m., comenzando 3 días 
antes y continuando hasta 10 días después de la inoculación viral. *p<0,05 comparado 




Por lo tanto, posterior al ensayo de sobrevida se utilizó como concentración óptima  
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Evaluación del efecto protector de la MLT en la infección por EEV utilizando 
diferentes esquemas de tratamiento 
Para los ensayos in vivo,  la MLT se utilizó a la dosis de 500 µg/kg de peso/día y se 
administró a ratones por vía subcutánea. Los ratones fueron sometidos a tres 
esquemas de tratamiento con MLT: a) Preventivo y Precoz: desde los 3 días 
previos y durante los 10 días posteriores a la inoculación viral. Tratamiento Precoz: 
infectados e inmediatamente después tratados con la MLT durante los 10 días 
siguientes. Tratamiento Tardío: infectados con el virus y tratados con MLT 24 horas 
después de la infección viral de forma diaria hasta los 10 días. En los ratones que 
siguieron el esquema de tratamiento preventivo y precoz, se observó que a los días 6 
y 7 después de la inoculación viral la tasa de mortalidad fue de 25% y 45% 
respectivamente, mostrando diferencias significativas (p< 0,05) con respecto al 50% 
y 100% de la mortalidad observada al sexto y séptimo  día en el grupo control de 
ratones infectados con EEV.  Además, el tratamiento con MLT retrasó el inicio de la 
enfermedad y prolongó el tiempo de vida en los ratones tratados (Figura 13). 
 






















Figura 13. Tasa de mortalidad en ratones infectados por el virus de Encefalitis Equina 
Venezolana (EEV) y con tratamiento preventivo y precoz con MLT. Los ratones albinos 
machos fueron infectados intraperitonealmente con 10DL50 de la cepa Guajira del virus 
de EEV. La MLT (500 µg/Kg) fue administrada diariamente, 3 días antes de la 
inoculación viral y 10 días después. *p<0,05 comparado con el grupo de ratones 
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En el grupo de ratones que siguieron el esquema de tratamiento precoz, es decir,  
infectados con el virus de EEV e inmediatamente tratados con MLT, se evidenció que 
la tasa de mortalidad al sexto día era similar a la observada en los ratones no 
tratados. Sin embargo, al séptimo día la mortalidad en los ratones tratados fue de 
75% que es significativamente inferior (p< 0,05) a la observada en el grupo control 
con el 100% de mortalidad (Figura 14). 
 
 



















Figura 14. Tasa de mortalidad en ratones infectados por el virus de Encefalitis Equina 
Venezolana (EEV) y con tratamiento precoz con MLT. Los ratones albinos machos 
fueron infectados intraperitonealmente con 10DL50 de la cepa Guajira del virus de EEV. 
La MLT (500 µg/Kg) fue administrada simultáneamente con la infección viral. *p<0,05 
comparado con el grupo de ratones infectados con EEV al séptimo día. 
 
 
En relación a la tasa de mortalidad de los ratones que siguieron el esquema de 
tratamiento tardío (infectados con el virus y tratados desde las 24 horas después de 
la infección viral de forma diaria hasta los 10 días) no se observaron diferencias 
significativas al compararlo con el grupo de ratones infectados (Figura 15).  La tasa 
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Figura 15. Tasa de mortalidad en ratones infectados por el virus de Encefalitis Equina 
Venezolana (EEV) y con tratamiento tardío con MLT. Los ratones albinos machos 
fueron infectados intraperitonealmente con 10DL50 de la cepa Guajira del virus de EEV. 
La MLT (500 µg/Kg) fue administrada 24 horas después de la infección viral. 
 
 
      En los ratones que siguieron el esquema de tratamiento preventivo y precoz, se 
observó que al 6to día después de la inoculación viral, la tasa de sobrevida fue de un 
75%, mientras que los de tratamiento precoz, tratamiento tardío y grupo control 
(EEV) mostraron un 50% de sobrevida. Al 7mo día se evidenció que el resto de los 
ratones (100%) del grupo control y los que siguieron el esquema de tratamiento 
tardío con MLT murieron, observándose  un  25% de ratones vivos en los de 
tratamiento preventivo y precoz con MLT y tratamiento precoz; terminando el ensayo 
con un 25% de sobrevida para ambos grupos, mostrando diferencias significativas 
(p< 0,001) con respecto al grupo control de ratones infectados por EEV.  La  MLT 
prolongó el tiempo de vida en los ratones tratados preventiva y precozmente     
(Figura 16). 
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Figura 16. Curva de sobrevida en ratones infectados por el virus de Encefalitis Equina 
Venezolana (EEV) utilizando diferentes esquemas de tratamiento con melatonina. Los 
ratones albinos machos fueron infectados intraperitonealmente con 10DL50 de la cepa 
Guajira del virus de EEV. La MLT (500 µg/Kg) fue administrada: 3 días antes de la 
inoculación viral (tratamiento preventivo y precoz), simultáneamente después de la 
infección (tratamiento precoz) y 24 horas después de la infección (tratamiento tardío). 
*p<0,001 entre los grupos de tratamiento preventivo y precoz y tratamiento precoz cuando se 
compararon con el control. 
 
 
      Los títulos de anticuerpos IgM anti EEV, en los ratones sobreviviente tratados con 
500 µg/kg de peso de MLT, fueron muy altos ubicándose dentro de un rango de        
1: 2560 a 1: 5120 y de 1: 640 a 1: 1280, a las 3 y 7 semanas después de la 
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Evaluación del efecto de la MLT sobre la activación de la microglía en la 
infección por el virus de EEV 
 
Investigamos el efecto del tratamiento de la MLT sobre la activación de la microglia 
cerebral de ratones infectados con el virus de EEV. Para investigar este efecto de 
MLT escogimos el mejor régimen terapéutico, que es el  empleo preventivo y precoz 
con respecto a la inoculación del virus. Los animales se sacrificaron al 1er, 3er y 5to 
día  de seguimiento posterior a la infección.  
 
Al 1er día post- infección se detectó un incremento significativo (p<0,001) en el 
número de células activadas de la microglía en el grupo de ratones con EEV 
(9,667±1,528) con respecto a los otros grupos: control (4,333±0,577); MLT 
(1,667±1,155); y MLT+EEV (2,667±0,577), mientras que se observó una disminución 










































Figura 17. Activación de la microglía en el cerebro de ratones infectados por el virus 
de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz con 
melatonina (500 µg/Kg) al 1er día post-infección. *p<0,001 con respecto al resto de los 
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A los 3 días post- infección  se observó un aumento significativo (p<0,01) en el 
número de células activadas de la microglía en el grupo infectado con EEV  (10,330 
± 1,528) en relación al resto de los grupos estudiados: control (4,667±0,577); MLT 
(1,667±1,155); y MLT+EEV (3,333± 0,577). Así mismo, se evidenció una disminución  
(p<0,01) en el grupo de ratones tratados con MLT cuando se comparó con el grupo 










































Figura 18. Activación de la microglía en el cerebro de ratones infectados por el virus 
de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz con 
melatonina (500 µg/Kg) al 3er día post-infección. *p<0,01 con respecto al resto de los 
grupos estudiados. **p<0,01 con respecto al grupo control y con EEV. 
 
 
Un patrón similar se observó al 5to día post- infección. Se obtuvieron valores 
elevados (p<0,01) en el grupo EEV (13,670±1,528) cuando se comparó con el resto 
de los grupos: control (6,667±1,155); MLT (1,6670±1,155); y MLT+EEV 
(3,667±0,577). De igual manera se observó una disminución (p<0,01) en el grupo 














































Figura 19. Activación de la microglía en el cerebro de ratones infectados por el virus 
de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz con 
melatonina (500 µg/Kg) al 5to día post-infección.   *p<0,01 con respecto al resto de los 




En resumen se encontró que el número de células activadas de la microglía 
presentes en los cortes de cerebros de ratones infectados por el virus de EEV fue 
significativamente superior al cuantificado en los animales infectados tratados con 
MLT, controles sanos y en los tratados con MLT en ausencia de infección al 1er, 3er y 
5to día  post- infección (Figura 20). De forma interesante, no existieron diferencias 
significativas entre los números de células activadas de la microglía presentes en 




  83 
Figura 20. Activación de la microglia en el cerebro de ratones infectados por el 
virus de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz con 
melatonina (500 µg/Kg) a diferentes días post-infección. *p<0,01 con respecto al 
resto de los grupos estudiados en los diferentes días de post-infección. **p<0,01 con 
respecto al grupo de EEV al 1er día de post-infección. Las microfotografías 
representan la inmunohistoquímica para la activación de células de la microglía 
en cerebro de ratón: a) Células positivas al anticuerpo anti-CD200 en cerebro de 
ratones infectados por EEV al 5to día de infección (flechas). b) Cerebro de 
animales infectados por EEV al 5to día con tratamiento preventivo y precoz con 
melatonina. La flecha muestra una célula con reacción débil al anticuerpo anti-
CD200. El tratamiento con melatonina (c) o con PBS (d) mostró escasa reacción al 
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Evaluación del efecto in vivo de la MLT sobre la apoptosis de las células 
cerebrales en la infección por el virus de EEV. 
 
A continuación investigamos el efecto del tratamiento con MLT sobre la muerte 
inducida por apoptosis en las células cerebrales de ratones infectados por el virus de 
la infección por EEV. Se infectaron los ratones con un inóculo de EEV (10 DL50) se 
trataron o no con dosis diarias preventivas desde los tres días previos que se 
continuaron de forma terapéutica durante 10 días. Se emplearon como grupos 
controles de animales a uno formado por animales sanos que recibieron una 
inyección con el solvente del virus y otro también sanos que fueron tratados con 
MLT. Los animales fueron sacrificado a las 24 horas, 3 y 5 días después de la 
inoculación del virus o del solvente o de la administración de MLT en su caso. 
 
Los estudios in vivo revelaron que al 1er día post- infección no se observaron células 
apoptóticas en los cerebros de ratones de los diferentes grupos ensayados.  Al día 3, 
no hubo diferencias significativas en el número de células positivas a la reacción de 


















































Figura 21. Frecuencia de células TUNEL positivas en cerebro de ratones infectados 
por el virus de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz 
con melatonina (500 µg/Kg) al 3er día post-infección. Los valores del grupo control y 
MLT fueron cero (0). 
 
 
Al 5to día post- infección se obtuvieron valores elevados (p<0,01) en el grupo de 
ratones infectados con el virus de EEV (48,57±14,84) cuando se comparó con el 
grupo de ratones infectados por EEV y tratados con MLT  (10,24±3,376). En relación 
al grupo control y al grupo no infectado pero tratado con melatonina (MLT) se obtuvo 














































Figura 22. Frecuencia de células TUNEL positivas  en cerebro de ratones infectados 
por el virus de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz 
con melatonina (500 µg/Kg) al 5to día post-infección. *p<0,01 con respecto al grupo de 




Por lo tanto y en resumen, los estudios demostraron que el tratamiento preventivo y 
precoz con MLT disminuye significativamente la apoptosis de células cerebrales 
inducida por la infección por EEV en ratones al quinto día de seguimiento, mostrando   
diferencias significativas en el número de células apoptóticas en los cerebros de 
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Figura 23. Frecuencia de células TUNEL positivas en cerebro de ratones infectados 
por el virus de Encefalitis Equina Venezolana y con tratamiento preventivo y precoz 
con melatonina (500 µg/Kg) a diferentes días post-infección. *p<0,0001 con respecto al 
grupo de EEV al 3er día post-infección y EEV+MLT al 3er y 5to día post-infección. Los valores 
del grupo control y MLT fueron cero (0). Las microfotografías representan la apoptosis en 
cerebro de ratón infectado por el virus de EEV: a) Cerebro de ratón  infectado por el 
virus de EEV al 5to día de infección. Las flechas muestran células positivas a la 
reacción de TUNEL. b) Cerebro de ratón  infectado por el virus de  EEV al 5to día de 
infección y con tratamiento preventivo y precoz con melatonina. Las flechas muestran 
algunas células positivas a la reacción de TUNEL. c) Cerebro de ratón  tratado con 
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Determinación del efecto de la MLT sobre la generación de Nitritos en 
sobrenadantes de cultivos de células de neuroblastoma  múrido. 
 
Con la finalidad de establecer la concentración óptima de MLT para los estudios in 
vitro en la infección por EEV, se cultivaron células de neuroblastoma múrido en 
presencia o ausencia de 1x10-6 UFP/ml de partículas virales  en el medio durante 6, 
12, 24 y 48 horas con distintas concentraciones de MLT y se cuantificó la generación 
de nitritos en los sobrenadantes de los cultivos celulares. A las 6 horas p.i., no se 
obtuvieron diferencias significativas en las concentraciones de nitritos en los 
sobrenadantes de cultivos de células de neuroblastoma múrido infectadas con EEV y 
tratados con diferentes dosis de MLT.  
 
A las 12 horas p.i., se observó una disminución significativa (p<0,05)  en la 
producción de nitritos en los grupos infectados con EEV y tratados con MLT a dosis 






































Figura 24.-Concentraciones de Nitritos en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma múrido
tratados con Melatonina e infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las
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A las 24 y 48 horas p.i., no se observaron cambios importantes en las 
concentraciones de nitritos en las células de neuroblastoma tratadas con MLT, así 
como tampoco en el grupo infectado por EEV, ni en los grupos infectados y tratados 
con MLT en relación con sus controles.  
 
Determinación de las concentraciones de Malondialdehído (MDA) en 
sobrenadantes de cultivos de células de neuroblastoma múrido infectados por 
el virus de EEV, tratados o no con MLT. 
 
Al determinar la concentración de MDA en sobrenadantes de cultivos de 
neuroblastoma múrido infectados y no infectados con EEV a las 6 horas pi., los 
tratados con diferentes dosis de MLT  mostraron concentraciones de MDA 
(0,025mM= 0,98±0,50nM; 0,5mM= 1,32±0,39nM; 1,8mM= 1,59±0,44nM) semejantes 
a los controles (1,07±1,14nM); pero menores (p<0,01) que las observadas en los 
infectados no tratados (EEV= 15,09±2,71nM) y los infectados tratados con MLT 
(0,025mM= 4,64±0,52; 0,1mM= 16,50±2,40; 0,25mM= 16,50±0,94; 0,5mM:= 
16,52±0,45; 1,0mM= 16,94±2,08; 1,8mM= 15,61±1,75nM). Una disminución 
significativa (p<0,01) se detectó en la producción de MDA en el grupo infectado y 
tratado con 0,025mM de MLT (p<0,01; 4,64±0,52 nM) al compararlo con el grupo de 
EEV y el resto de las dosis de MLT ensayada en los cultivos infectados. 
 
A las 12 horas p.i., se observó que se mantiene el mismo patrón de las seis horas, 
pero en los sobrenadantes de cultivos infectados no tratados (EEV= 30,33±5,03 nM) 
se detectó un incremento importante (p<0,001) en las concentraciones de MDA con 
respecto a los sobrenadantes de los grupos restantes: Control (3,24±0,72 nM); MLT 
(0,025mM= 0,87±0,20nM; 0,50mM= 1.96±0,86nM 1,8mM= 2,64±0,64nM); MLT+EEV 
(0,025mM= 14,56±3,52; 0,1mM= 13,02±2,8; 0,25mM= 13,56±2,8; 0,5mM= 

















A las 24 y 48 horas p.i. se observa un patrón similar en cuanto a las concentraciones 
de MDA  en los diferentes grupos estudiados.  
 
 
Posterior a los ensayos de NO y MDA se utilizaron las concentraciones de 0,1mM;  




Evaluación del efecto  in vitro de la MLT sobre la apoptosis de células de 
neuroblastoma inducidas por la infección del virus de EEV utilizando diferentes 
esquemas de tratamiento. 
 
 Para estudiar el efecto de MLT sobre la apoptosis inducida por el virus de EEV en 
células de neuroblastoma, se siguió un esquema de modulación similar a las 
estrategias terapéuticas establecidas en los animales de experimentación. En la 
modalidad denominada esquema de tratamiento preventivo y precoz de MLT se 
añadieron diferentes concentraciones finales de esta hormona (0,1mM; 0,5mM y 
1,0mM) al medio de cultivo y a las dos horas se adicionó el inóculo de 1x10-6 UFP/ml 
de partículas virales al medio y se estudió el porcentaje de células apoptóticas a las 



























Figura 25.-Concentraciones de Malondialdehído en sobrenadantes de cultivos de
neuroblastoma múrido tratados con Melatonina e infectados con el virus de la
Encefalitis Equina Venezolana a las 12 horas post-infección. *p<0,001 con respecto al
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se obtuvieron diferencias significativas en el número de células apoptóticas en los 
cultivos de células de neuroblastoma en presencia o ausencia de MLT  y con 
respecto a las células control no expuestas  al virus y no infectados tratados con 
MLT. 
 
A las 4 horas tras la exposición viral, se observó un incremento de la apoptosis 
(p<0,01) en el grupo de células infectadas por el virus de EEV (32±4 porcentaje de 
células TUNEL positivas)  con respecto a los grupos de células tratadas con MLT e 
infectadas (MLT 0,1mM + EEV= 18,67±2,309; MLT 0,5mM + EEV= 18,33±4,041; 
MLT 1,0mM + EEV=15,33±4,163) y en relación a los grupos no infectados tratados 
con MLT (0,1mM= 2±0; 0,5mm= 9,333±2,309; 1,0mM= 10±3,464). Los porcentajes 
de células apoptóticas en los cultivos de células de neuroblastoma tratados con MLT 
e infectado con el virus EEV fueron significativamente superiores a los encontrados 
en las células no infectadas en presencia de esta hormona. 
 
 A las 6 horas p.i., se obtuvieron valores elevados de apoptosis (p<0,01) en el grupo 
de células infectadas por el virus de EEV (55,33±5,033 porcentaje de células TUNEL 
positivas) cuando se compararon con el resto de los grupos en estudio: células 
infectadas y tratadas (EEV+MLT) con todas las dosis ensayadas de MLT (0,1mM= 
28±5,292; 0,5mM=33,33±3,055; 1,0mM=39,67±2,082) con respecto al control 
(0,333±0,577) y los grupos no infectados tratados con MLT (0,1mM= 4,667± 1,155;  

































































































Figura 26. Número de células TUNEL positivas en cultivo de células de neuroblastoma 
múrido con tratamiento preventivo y precoz con melatonina a diferentes dosis e 
infectados por el virus de Encefalitis Equina Venezolana a diferentes horas post-
infección. *p<0,01 con respecto al grupo de MLT+EEV en todas las concentraciones 
ensayadas, control y no infectados tratados (MLT). **p<0,01 con respecto al resto de los 
grupos estudiados.  
 
 
También se estudio el efecto de MLT sobre la apoptosis inducida por el virus EEV en 
células de neuroblastoma siguiendo un esquema que simula el tratamiento precoz in 
vivo. Se añadió la MLT al medio de cultivo inmediatamente después de la adición del 
virus. Los resultados de los estudios in vitro, que siguieron el esquema de 
tratamiento precoz de MLT mostraron un patrón similar al esquema de tratamiento 
preventivo y precoz. A las 2 horas  p.i., no se obtuvieron diferencias significativas en 
el número de células apoptóticas en cultivos de células de neuroblastoma infectadas 
por EEV y tratadas con diferentes dosis de MLT al compararlo con los grupos no 
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Se observó un patrón similar (p<0,01) a las 4 horas p.i. en el grupo de células 
infectadas por el virus de EEV (16,33±2,517 porcentaje de células TUNEL positivas) 
con respecto a los grupos de células tratadas e infectadas (MLT 0,1mM + EEV= 
9,33±1,155; MLT 0,5mM + EEV= 9,667±2,87; MLT 1,0mM + EEV=7,667±2,08) y en 
relación a los grupos no infectados tratados con MLT (0,1mM= 1±0; 0,5mm= 
4,667±1,155; 1,0mM= 5±1,732). De igual manera se observó una disminución 
significativa (p<0,01) en el grupo de células infectadas y tratadas con MLT a 
diferentes dosis cuando se comparó con el grupo de células infectadas por  el virus 
de EEV. 
 
 Mientras que a las 6 horas p.i., se obtuvieron valores elevados (p<0,01) en el grupo 
de células infectadas por el virus de EEV (27,67±2,517 porcentaje de células TUNEL 
positivas) cuando se compararon con el resto de los grupos en estudio: células 
infectadas y tratadas (EEV+MLT) con todas las dosis ensayadas de MLT (0,1mM= 
14±2,646; 0,5mM=16,67±1,528; 1,0mM=19,67±1,155) con respecto al control 
(0,333±0,577) y los grupos no infectados tratados con MLT (0,1mM= 2,333± 0,577;  
0,5mM= 3,667±2,517; 1,0mM= 5,667±0,577); igualmente se evidenciaron diferencias 
significativas (p<0,01) en las células infectadas y tratadas (EEV+MLT) con todas las 
dosis ensayadas de MLT con respecto al control de células infectadas por EEV 
(Figura 27). 
 
Los resultados obtenidos con  la aplicación del esquema de tratamiento tardío de 
MLT a diferentes dosis (0,1mM;  0,5mM y 1,0mM) y a diferentes horas  post-infección 
no arrojaron diferencias significativas en el número de células apoptóticas en los 

































































































Figura 27. Número de células TUNEL positivas en cultivo de células de neuroblastoma 
múrido con tratamiento precoz con melatonina a diferentes dosis e infectados por el 
virus de Encefalitis Equina Venezolana a diferentes horas post-infección. *p<0,01 con 
respecto al grupo de MLT+EEV en todas las concentraciones ensayadas, control y no 
infectados tratados (MLT). **p<0,01 con respecto al resto de los grupos estudiados. La 
microfotografía representa el cultivo de células de neuroblastoma múrido (Na2) 
infectado por el virus de EEV por 6 horas. Las flechas muestran células reactivas al 
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          En el presente estudio se demuestra que la MLT posee un efecto terapéutico 
sobre la infección por EEV en ratones. De los diferentes regímenes terapéuticos 
analizados, el empleo preventivo, mantenido y el tratamiento precoz con MLT tras la 
infección, son los que ejercen el mayor efecto protector en los ratones. Por lo tanto, 
la administración de MLT constituye una opción terapéutica para esta dramática 
enfermedad infecciosa y nuestros hallazgos contribuyen a establecer un racional 
para su potencial desarrollo clínico. En el desarrollo de esta discusión vamos a  
seguir un orden similar al establecido en el apartado de resultados. 
 
       Maestroni et al., (1988), fueron los primeros en reportar que la administración de 
MLT a ratones tras ser sometidos a un estrés agudo y a la inoculación del virus de la 
encéfalomiocarditis previene la parálisis y la muerte en ratones. Ben-Nathan et al., 
(1995), evaluaron la actividad antiviral de la MLT ante la infección producida por un 
arbovirus clásico productor de encefalitis en el ratón, el virus Semliki Forrest (SFV). 
Éste es considerado de baja patogenicidad  en humanos, pero su replicación en el 
cerebro del ratón conduce a la muerte. Sin embargo, la inyección de MLT 
(500 g/Kg.) diaria de forma preventiva y mantenida redujo la mortalidad en los 
ratones inoculados con 10 UFP de SFV, de 100% a 60%. En los ratones infectados 
con una dosis mayor de virus (100 UFP), la mortalidad fue reducida sólo en un 20%.  
 
       Bonilla et al., (1997), demostraron que la administración de MLT desde antes de 
la infección por el virus EEV protege a los ratones de su muerte. Otros reportes 
sugieren que la MLT también prolonga el tiempo de sobrevida de ratones 
inmunodeprimidos e infectados por el virus de EEV (Bonilla et al., 2001). Esta 
protección es aproximadamente el 50% de la observada en ratones 
inmunocompetentes, hallazgo que sugiere que esta indolamina  requiere por lo 
menos parcialmente, de la integridad del sistema inmunitario para ejercer  su 
actividad protectora. 
 
       En el presente trabajo, hemos investigado de forma comparativa diferentes 
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de EEV. En primer lugar, hemos mantenidos el esquema de administración 
preventiva y precoz de MLT desarrollado por nuestro grupo previamente (Bonilla et al., 
1997; 2001). Además y para ajustarnos a la previsible realidad clínica, estudiamos un 
esquema de administración terapéutica precoz de MLT que se aplica al ratón 
inmediatamente después del inóculo y otro tardío en la que se difiere 24 horas. 
Desafortunadamente la administración de MLT a las 24 horas de la infección carece 
de efecto benéfico sobre la supervivencia del animal en este modelo de enfermedad 
letal. Estas condiciones experimentales de muerte de 100% de los animales son 
claramente de mayor patogenicidad que las observadas en el entorno epidemiológico 
venezolano y del resto del continente Americano. Por lo tanto, y ateniéndonos a los 
resultados obtenidos en otras formas de administración experimental, no es 
pertinente concluir la ausencia de valor terapéutico de la administración de MLT ante 
la infección natural del virus y en condiciones experimentales sub letales. 
 
       La administración terapéutica precoz de MLT tras la infección de EEV en los 
ratones muestra un efecto beneficioso con significativa reducción de la mortalidad al 
7mo día de seguimiento. La modalidad de administración preventiva y precoz 
consigue también reducción de la mortalidad al 7mo día de seguimiento. De forma 
interesante ambas modalidades de tratamiento con MLT en este modelo de infección 
letal consigue mantener un porcentaje significativo de supervivencia de 25% de los 
animales a los 10 días de seguimiento. De estos resultados puede inferirse que tanto 
la administración preventiva y mantenida de forma precoz como la iniciada tras la  
infección por dosis letales del EEV consiguen efectos beneficiosos que en términos 
terapéuticos a largo plazo son similares. Desde una perspectiva de potencial práctico 
nuestros hallazgos confieren el racional para realizar un ensayo clínico con 
tratamiento de MLT en personas que van a exponerse a un entorno epidemiológico 
de riesgo o en aquellos sujetos donde existe evidencia de haber recibido un inóculo 
del virus.  
 
       Este efecto beneficioso de la MLT sobre la supervivencia a la infección por EEV 




  98 
  
de la hormona. Estos incluyen los moduladores de la respuesta 
inmunitaria/inflamatoria a la infección, así como la de la inducida en las células 
infectadas, además de la posible acción directa sobre el virus. La protección provista 
por la MLT contra el daño oxidativo a componentes celulares (Reiter, 1995) pudiera ser 
responsable, en parte, del incremento en la tasa de sobrevida de los ratones 
infectados inmunodeprimidos. A este respecto,  se ha demostrado que  en ratones 
con deleciones en los genes tanto del receptor para IFN αβ (IFNAR-1-/-) como del 
factor 2 regulador del IFN (IRF-2-/-) fueron mas susceptibles a la infección por el 
virus de EEV que los ratones no genéticamente modificados. Los ratones IFNAR-1-/- 
exhibieron diseminación  acelerada del virus de EEV en el suero y cerebro cuando se 
compararon con los controles.  
 
       Además, la infección incrementó los niveles de NO en esos cultivos, pero 
disminuyó en los estimulados con IFNγ. Estos hallazgos sugieren que las especies 
reactivas de nitrógeno (RNS), juegan un papel importante en la extensión del virus de 
EEV (Schoneboom et al., 2000).  Es interesante destacar que la MLT inhibe  la actividad 
de la NOS cerebral (Pozo, 1997) y es un potente reductor del NO  in vitro (Noda, 1999). 
En cultivo de macrófagos múridos, la MLT inhibe la producción de NO  debido a una 
reducción de los niveles del ARNm de  iNOS y su expresión proteica (Gilad, 1998).  En  
esplenocitos de ratones infectados con el virus de EEV se observó producción 
incrementada de NO, las cuales fueron disminuidas por el tratamiento con MLT, otro 
hallazgo que sugiere que la MLT ejerce su efecto protector utilizando un mecanismo 
que involucra un descenso del NO en el tejido blanco de ratones infectados con EEV 
(Valero et al., 2005). 
      
Por otro lado y recientemente, se ha prestado mucha atención a la activación 
de la microglía como factor importante en la patogénesis de las infecciones 
encefálicas virales. Se ha demostrado que  la MLT posee un efecto protector en 
modelos experimentales de infección por el virus de la EEV y se ha observado tanto 
en sistemas  experimentales in vivo como in vitro. Entre los efectos inducidos por la 
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moléculas proinflamatorias y mediadores lesivos celulares como las especies de 
oxígeno reactivo (ROS) puedan implicarse en su capacidad preventiva y terapéutica 
de esta infección. Así, su función como un antioxidante en el cerebro pudiera 
ponerse de manifiesto en las células que los generan de forma preferente en el 
entorno de estas infecciones virales que son las microglías (zhou et al., 2008). 
 
La microglía en condiciones normales o de salud se encuentra en su forma  
inactiva y es considerada como una población importante en el mantenimiento del 
entorno fisiológico del SNC. La activación de estas células se ha observado en forma 
preferente en el contexto de daños inflamatorios o degenerativos del tejido encefálico 
(Ming-Yang et al., 2007). 
 
 En esta investigación observamos que la administración de MLT en animales 
sanos no induce cambios en el estado de activación de la microglia, sin embargo 
disminuye de forma intensa la inducida por la infección por el EEV. El tratamiento 
preventivo y precoz con MLT disminuyó dramáticamente la activación microglial 
identificada por la expresión del antígeno CD200 en los cerebros de ratones 
infectados.  
 
 Existen evidencias de que las neuronas controlan el estado de activación de la 
microglía, contribuyendo a su estado quiescente. Uno de los mecanismos sugeridos 
de cómo las neuronas ejercen esta función es a través de la interacción con el 
ligando CD200, una glicoproteína de membrana presente en las neuronas, con su 
receptor CD200R que es expresado abundantemente en las células mieloides, entre 
ellas la microglía (Neuman, 2001; Wright  et al., 2003).   
 
Se ha propuesto que  la señalización producida por la interacción CD200-
CD200R disminuye la actividad de las células mieloides con inducción de diferentes 
efectos inmunorreguladores (Jenmalm et al., 2006).  Gorczynski observó que la 
interacción de CD200 con CD200R produce un efecto immunoregulador que 
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interacción de CD200 con su receptor provoca una señal inmunosupresora que lleva 
a la inhibición de los macrófagos, a la inducción de células T reguladoras, a cambio 
del perfil de citocinas desde Th1 a Th2 e inhibición de la inmunidad específica de 
tumor de las células T (Moreaux et al., 2008). Estos hallazgos apoyan la idea de que las 
interacciones CD200-CD200R son importantes en la inmunoregulación (Gorczynski, 
2001). También se ha indicado que la interacción entre CD200 y su receptor juega un 
papel importante en la modulación de la activación de la microglía en condiciones 
inflamatorias crónica y aguda del cerebro. Además se ha visto que la IL-4 modula  la 
expresión del CD200, identificando un mecanismo de regulación directa en la 
activación de la microglía.  (Lyons et al., 2007). La relevancia funcional de la expresión 
de CD200 por la microglia se extiende a otros procesos neurodegenerativos como el 
Parkinson (Wang et al., 2007). 
 
Por otro lado, Ming-Yang et al., (2007), demostraron que la MLT inhibe la 
respuesta inflamatoria celular cerebral inducida por la  isquemia cerebral por distintos 
mecanismos que incluyen: la reducción de la migración de los neutrófilos circulantes 
y macrófagos/monocitos dentro del cerebro isquémico y mediante la disminución de 
la activación microglial. 
 
Un posible mecanismo para la neuroprotección mediada por la MLT implica 
sus acciones antioxidantes y anti-inflamatorias.  Seung-Yun et al., (2003), sugieren 
que la MLT  atenúa la muerte neuronal inducida por el ácido kainico (KA), la 
peroxidación lipídica y la activación microglial. Sugiriendo que la MLT es 
potencialmente útil  en el tratamiento de patologías agudas cerebrales asociadas con 
daño neuronal inducidos por el estrés oxidativo como lo son la epilepsia, infartos, 
lesiones traumáticas cerebrales, entre otras. 
 
Olivier et al., (2009), investigaron el efecto de la MLT en ratas que presentaban 
daño en la materia blanca del cerebro y demostraron que la administración de  MLT 
estuvo asociada con la disminución de la activación microglial y la reacción astroglial. 
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podría ser considerada como un candidato neuroprotector efectivo no sólo en daños 
cerebrales sino también en enfermedades inflamatorias y desmielinizantes 
observadas en adultos. 
 
Otros investigadores indican el efecto protector de la MLT en daños 
neuronales en el hipocampo de ratas adultas inducidos por el ácido domoico (DA), un 
potente inductor de neurotoxicidad, para demostrar degeneración neuronal seguida 
por la activación glial con la participación del iNOS en el hipocampo. Demostraron 
que la muerte neuronal inducida por DA, la activación glial y la expresión de la 
proteína iNOS fueron atenuadas significativamente por la MLT. Estos resultados 
demuestran que la MLT tiene efectos potenciales para el tratamiento de patologías 
asociadas con daños cerebrales y se especula que la astrogliosis y la inducción de la 
expresión de proteínas iNOS en las neuronas y los astrocitos del hipocampo 
pudieran ser en respuesta a la degeneración neuronal inducida por DA (Ananth et al., 
2003).   
 
Finalmente es conocido que la MLT es una indolamina que está implicada en 
muchas funciones fisiológicas importantes.  Sin embargo, en los últimos años, el 
interés ha aumentado a causa de su influencia en el proceso de muerte celular 
programada o apoptosis. El mecanismo exacto por el cual la MLT influye en la 
apoptosis aún no está claro, dado que la MLT tiene acciones tanto a favor como anti-
apoptóticas (Espino J. et  al., 2010).   
 
En el presente estudio se pudo demostrar el efecto  anti-apoptótico de la MLT, 
en la infección por el virus de EEV, al observar al 5to día post infección en los 
cerebros de ratones  infectados por el virus, un aumento en el número de células 
apoptóticas y disminución en los cerebros de los animales infectados cuando fueron 
tratados con 500µg/ Kg de MLT. Este efecto estuvo relacionado al tiempo de 
tratamiento, sugiriendo que las neuronas podrían ser  afectadas por la infección. 
Estos hallazgos fueron muy similares a los encontrados in vitro en cultivos de células 




  102 
  
las células positivas a la reacción de TUNEL en los cultivos infectados y disminución 
cuando las células infectadas fueron tratadas con MLT a diferentes dosis y tiempos 
de ensayos. Este efecto no fue dosis dependiente, pero si relacionado al tiempo de 
tratamiento, demostrando que en la infección por el virus de EEV, la MLT tiene efecto 
anti- apoptótico. Debido a que la línea celular es proveniente de neuronas, es posible 
que una de las células implicadas en la apoptosis in vivo sean las neuronas. 
 
La MLT por ser una hormona lipofilíca puede cruzar rápidamente la barrera 
hematoencefálica (BHE) y entrar en el interior de la célula en donde puede 
acumularse.  Se ha demostrado que la MLT  puede ser un potente capturador de  
radicales libres y  antioxidante que protege a las células contra el daño inducido por 
diversas condiciones patológicas en las que se incluye el SNC (Skrzdlewska, 2001 
Wolfler, 2001; Allegra et al., 2003).  Por otra parte, la MLT también es un capturador de 
peroxinitrito e inhibe la producción de NO. También inhibe la ocurrencia del 
rompimiento de las cadenas simples del ADN, en respuesta al peroxinitrito y reduce 
la supresión de la respiración mitocondrial en macrófagos cultivados. Estas acciones 
pueden contribuir a los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de la MLT en 
distintas condiciones fisiopatológicas. El efecto neuroprotector de la MLT, 
demostrado en estudios anteriores en el modelo múrido de EEV, puede reflejar su 
papel como capturador de radicales libres, antioxidantes y anti-apoptóticos (S. Y. 
Chung et al., 2003; Pedreañez A., et al, 2004). 
 
La capacidad antioxidante de la MLT ha sido usada en humanos y en 
diferentes modelos experimentales para disminuir el estrés oxidativo  (Malhotra et al., 
2004; Reiter, 2004; Claustract et al., 2005). Previos estudios han demostrado el efecto 
beneficioso de esta hormona en el modelo múrido de la infección por el virus de la 
EEV (Bonilla et al., 1997; Valero, 1998; Medina-Leendertz et al., 1999; Bonilla et al., 2001; 
Medina-Leendertz et al., 2001; Negrette et al., 2001; Valero et al., 2002; Arias et al., 2003; Bonilla 
et al., 2003; Bonilla et al., 2004). La disminución de la producción de NO por el 
tratamiento con MLT podría estar relacionada a la capacidad que tiene esta hormona 
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al., 2004; Chang et al., 2005; Kilic et al., 2005). Similares  resultados, se han descrito en un 
modelo de abrasión del cuello uterino en ratones, donde  el tratamiento con MLT 
disminuyó los niveles tisulares de NO y la peroxidación lipídica (Ara et al., 2005).  
     
Estos hallazgos fueron muy similares a los encontrados in vivo y sugieren que 
una de las células probablemente afectadas por la infección, fueron las neuronas, 
dado que estudios previos han demostrado la alteración de células de la microglia, 
astrocitos y neuronas por el virus de la EEV, arrojando como resultado un aumento 
de la producción de NO (Schoneboom et al., 2000).  Basado en nuestros resultados se 
propone que el efecto anti- apoptótico de la MLT no es debido en parte al daño 
oxidativo y ha sido observado tanto in vivo como in vitro en la infección por el virus de 
EEV pudiendo ser considerada como una característica importante de la patogénesis 
viral. 
 
En relación a estos hallazgos Kleinschmidt et al., (2007), indicaron que el virus 
West Nile o del Nilo Occidental (WNV) que se caracteriza por causar meningitis y 
encefalitis severas en seres humanos, es capaz de inducir apoptosis. Igualmente 
revelaron que la apoptosis se ha observado recientemente para contribuir a la 
patogénesis viral, al demostrar en células tumorales de la línea T98G derivadas de 
cerebro, las cuales son muy permisivas a la infección por el WNV, una disminución 
en la viabilidad celular e inducción de la apoptosis por la activación de la caspasa 
efectora 3, las caspasas iniciadoras 8 y 9, poli (ADP- ribosa) polimerasa (PARP) y la 
liberación  del citocromo c desde las mitocondrias.  La inhibición de la caspasa 8 o 9 
inhiben la división de PARP, demostrando que ambas caspasas están involucradas 
en la apoptosis inducida por el WNV. Sugiriendo que tanto la vía intrínseca como 
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Por otro lado, Diniz et al., (2006), investigaron en cultivos primarios de neuronas 
y astrocitos de ratones recién nacidos inoculados con el virus WNV (cepa NY385-99) 
para entender su patogénesis viral, dos resultados diferentes. La infección por el 
WNV en las neuronas fue rápidamente progresiva y destructiva; todas las neuronas 
fueron destruidas por apoptosis y en los astrocitos  la infección evolucionó más 
lentamente y no parece ser muy letal para la célula, indicando que los astrocitos 
pueden desarrollar una infección viral crónica o persistente, sugiriendo que esta 
célula podría jugar un papel importante en el mantenimiento del virus en el SNC.  
 
Weissenbock et al., (2000), indicaron que en ratas lewis neonatalmente  
infectadas por el virus de la enfermedad de Borna, se caracterizan por presentar un 
comportamiento de hiperactividad, desórdenes y alteraciones en la interacción  
social. El virus se distribuye ampliamente en el cerebro; y su neuropatología se 
enfoca en el cerebelo y la neurocorteza donde las células de purkinje y las células 
piramidales se pierden por apoptosis. A pesar de que una respuesta inmunitaria 
transitoria está presente, su distribución no se correlaciona con los sitios de daño. La 
neuropatología es en cambio localizada junto con la proliferación microglial y 
expresión de las moléculas clase I y II del MHC, ICAM, CD4 y CD8. Indicando que la 
patogénesis en este sistema parece estar vinculada a la activación de la microglía y 
a la susceptibilidad de poblaciones neuronales especificas a la apoptosis en lugar del 
tropismo viral o la respuesta inmunitaria específica para el virus.                 
 
Ciertos autores han reportado que la MLT es capaz de reducir la apoptosis por 
la señalización del calcio en leucocitos humanos. El agotamiento de las reservas de 
calcio intracelular estimula las caspasas 3 y 9 de una forma dependiente del tiempo 
en leucocitos humanos. La activación de las caspasas inducida por la señal del calcio 
está asociada con la apertura del MPTP (Poro de transición de la permeabilidad 
mitocondrial), la cual está  acompañada de un aumento del citocromo c mitocondrial  
y la activación del Bax. La MLT fue capaz de reducir la activación de las caspasas 3 
y 9, que es principalmente debido a la modulación de la apertura del MPTP y la 
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MLT, como un controlador de la vida/muerte de las células inmunitarias dentro de los 
organismos (Espino J. et  al., 2010).  
 
Pedreañez et al., (2004), indicaron que en el tejido renal de ratas con nefrosis 
por aminonucleósidos de puromicina (PAN), la MLT tiene efecto anti-apoptótico, que 
en parte puede ser independiente de la modulación del estado oxidativo, dado que el 
efecto antioxidante del tratamiento con MLT no alcanzó una significancia estadística. 
La disminución de la apoptosis puede ser el resultado en parte  de una vía alternativa 
no identificada. Por otro lado, Kunduzova et al., (2003), demostraron que la MLT 
previno la peroxidación lipídica, la muerte de las células apoptóticas y necróticas 
después de la reperfusión isquémica (IR), y el bloqueo en la actividad de la caspasa-
3,  mejorando la función renal.  
 
Tomando en cuenta todos los hallazgos de esta investigación se demuestra 
que el efecto protector de la MLT sobre la apoptosis y activación de la microglía 
durante la infección por el virus de la EEV,  tanto in vivo como in vitro, pudiera ser 
debido en parte a los mecanismos antioxidantes e inmunorreguladores mediado por 
la producción de NO, la peroxidación lipídica y la IL-1β en el SNC. Se requieren 
nuevos estudios para definir los mecanismos íntimos que permiten a la MLT modular 
la producción del NO  cerebral durante esta infección y su relación con el sistema de 
citocinas cerebrales.            
 
Durante la última epidemia de Encefalitis Equina Venezolana, fueron 
afectados todos los grupos etáreos. Los pacientes usualmente presentaron dolor de 
cabeza severo, mialgia, postración, vómito y en algunos casos diarrea (Valero et al., 
1996).  Las convulsiones, desorientación y la depresión mental fueron hallazgos 
frecuentemente observados en los pacientes. Se reportaron más de 20 muertes 
asociadas al virus, entre adultos y niños de Venezuela y Colombia. Por esta razón,  
el efecto protector de la MLT en ratones infectados con el virus de la EEV, garantiza 
futuras investigaciones, especialmente en lo referente a las vías de administración de 
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posibilidad de utilizar esta hormona  para el tratamiento de humanos y équidos 
infectados con o susceptibles a la infección con este virus. 
 






































De este trabajo experimental de investigación del efecto de la MLT sobre la acción 
patogénica del virus de EEV en un modelo experimental in vivo de infección murina y 
en un sistema celular in vitro se concluye que: 
 
1. El tratamiento preventivo con MLT, previo a la inoculación de dosis letales del 
virus, así como el iniciado de forma precoz y ambos mantenidos 
ininterrumpidamente poseen efecto protector aumentando la supervivencia de 
los animales infectados. Sin embargo, el retraso del inicio del tratamiento con 
MLT a al menos un día después de la inoculación provoca su pérdida de 
eficacia terapéutica en este modelo experimental de la encefalitis. 
 
2. El tratamiento preventivo y precoz ininterrumpido con MLT disminuye la  
activación patológica de las células de la microglia en los cerebros de ratones 
infectados por el virus de EEV. 
 
3. El tratamiento preventivo y precoz ininterrumpido con MLT disminuye la 
apoptosis celular inducida en los cerebros de ratones infectados por el virus 
de EEV. 
 
4. La MLT inhibe la apoptosis inducida por el virus de EEV en células del 
neuroblastoma. 
 
5. Tomados en conjuntos estos resultados, se concluye que la MLT posee efecto 
terapéutico sobre la infección por el virus de EEV, aumentando la 
supervivencia y disminuyendo el daño cerebral de los animales afectados. 
Futuros trabajos establecerán su potencial relevancia clínica en la prevención 
y tratamiento de pacientes con esta infección. 
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